Identifizierung eines neuen Zielgens und neuer Signalmoleküle in der Signaltransduktion des Interleukin-6-Typ-Zytokins Oncostatin M by Quaiser, Saskia Yvonne
  
Identifizierung eines neuen Zielgens und  
neuer Signalmoleküle in der Signaltransduktion  
des Interleukin-6-Typ-Zytokins Oncostatin M 
 
Von der Fakultät für Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften  
der RWTH Aachen University zur Erlangung des akademischen Grades eines 
Doktors der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation 
vorgelegt von  
Diplom-Bioinformatikerin 
Saskia Yvonne Quaiser, geb. Holdschuh 
aus Mainz 
 
Berichter: 
PD Dr. rer. nat. Heike M. Hermanns 
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Uwe Conrath 
Tag der mündlichen Prüfung: 03.12.2010 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar.  
 
 Veröffentlichungen  
wesentliche Teile der vorliegenden Arbeit wurden veröffentlicht: 
S. Quaiser*, C. Hintzen*, T. Pap, P.C. Heinrich, H.M. Hermanns (2009) „Induction of 
CCL13 Expression in Synovial Fibroblasts Highlights a Significant Role of 
Oncostatin M in Rheumatoid Arthritis“  
Arthritis Rheum. 60(7):1932-1943 
weitere Veröffentlichungen:  
E. Resch, S. Quaiser, T. Quaiser, G. Schneider, A. Starzinski-Powitz, A. Schreiner 
(2008) „Synergism of Shrew-1’s Signal Peptide and Transmembrane Segment 
Required for Plasma Membrane Localization“  
Traffic 9(8):1344-1353 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* gleichberechtigte Erstautoren
Danksagung III 
 
Danksagung 
Ganz herzlich möchte ich mich bei PD Dr. Heike Hermanns für die Betreuung und 
Begutachtung dieser Arbeit bedanken. Dafür, dass sie mir stets mit Rat und Tat zur 
Seite stand, selbst über die Distanz Aachen-Würzburg hinweg. Vielen Dank für die 
Unterstützung in fachlichen und organisatorischen Dingen. Vor allem ein großes 
Dankeschön dafür, dass sie mir durch die Fernbetreuung die Möglichkeit gegeben 
hat, Familie und Forschung unter einen Hut zu bringen.  
Mein herzlicher Dank gilt Prof. Dr. Peter Claus Heinrich für die Aufnahme in seine 
Arbeitsgruppe. Vielen Dank an Prof. Dr. Gerhard Müller-Newen und Prof. Dr. Michael 
Huber, dass sie mir ohne Zögern  „Asyl“ in ihren Laboren gewährt haben.  
Bedanken möchte ich mich auch bei Prof. Dr. Uwe Conrath für seine Bereitschaft, die 
Co-Betreuung meiner Arbeit zu übernehmen. 
Ein großes Dankeschön an Dr. Christoph Hintzen für unsere schöne gemeinsame 
Forschungszeit und die gute Zusammenarbeit beim CCL13-Projekt.  
Bei meinem Stamm-Labor 13 am Klinikum Aachen (Dr. Kathrin Borggrebe, Marlies 
Kauffmann und Hildegard Schmitz-Van de Leur) möchte ich mich ganz herzlich für 
die schönen Jahre und für die gute Atmosphäre im Labor bedanken. Vielen Dank 
auch für die technische Hilfe. Vielen Dank an alle Kolleginnen und Kollegen aus 
Labor 10 und Labor 11, die mich in den letzten Monaten, als mein Arbeitsplatz 
wegfiel, so offen aufgenommen haben. Auch bei allen anderen Kolleginnen und 
Kollegen der 3. Etage möchte ich mich für die schöne gemeinsame Zeit bedanken. 
Schließlich gilt mein Dank auch meinen Würzburger Kolleginnen und Kollegen für 
hilfreiche Telefonate und das Durchführen meiner Bestellungen.  
Meiner Familie möchte ich für ihre Unterstützung danken. Vor allem meinem Mann 
Tom, der immer ein offenes Ohr für meine Probleme hatte. Mein Sohn Anton hat 
mich immer wieder mit seiner Lebensfreude aus allen Tiefen hervorgeholt. Auch 
mein Sohn Bernhard hat zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen, indem er viel 
schlief und mich in Ruhe schreiben ließ. Meinem Vater möchte ich für das 
Korrekturlesen der Arbeit danken. Meinen Eltern und Schwiegereltern danke ich 
ganz herzlich dafür, dass sie jederzeit zum Babysitten bereit waren.  
Inhaltsverzeichnis IV 
 
Inhaltsverzeichnis 
DANKSAGUNG ........................................................................................................ III 
INHALTSVERZEICHNIS .......................................................................................... IV 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS .............................................................................. VIII 
1. EINLEITUNG ................................................................................................... 1 
1.1 Die Familie der IL-6-Typ Zytokine ................................................................. 1 
1.2 Die Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine .......................................................... 2 
1.3 Das IL-6-Typ-Zytokin Oncostatin M .............................................................. 4 
1.3.1 Entdeckung und Aufbau ........................................................................... 4 
1.3.2 Die Physiologie von Oncostatin M ............................................................ 5 
1.3.3 Oncostatin M als Chemokin-Induktor ........................................................ 6 
1.4 Signalwege der IL-6-Typ-Zytokine am Beispiel von OSM ............................. 7 
1.4.1 Der JAK/STAT Signaltransduktionsweg .................................................... 7 
1.4.2 Der MAPK Signaltransduktionsweg .......................................................... 8 
1.4.3 Der PI3K Signaltransduktionsweg ........................................................... 12 
1.5 Ziele der Arbeit ........................................................................................... 15 
2. MATERIAL UND METHODEN ...................................................................... 17 
2.1 Materialien.................................................................................................. 17 
2.1.1 Chemikalien ............................................................................................ 17 
2.1.2 Puffer und Medien .................................................................................. 17 
2.1.3 Verbrauchsmaterial ................................................................................. 17 
2.1.4 Reaktionskits .......................................................................................... 17 
2.1.5 Enzyme .................................................................................................. 18 
2.1.6 Zytokine und Rezeptoren ........................................................................ 18 
2.1.7 Antikörper ............................................................................................... 18 
2.1.8 Vektoren und rekombinante Plasmide .................................................... 20 
2.1.9 Oligos ..................................................................................................... 21 
2.1.10 Eukaryotische Zellen .............................................................................. 22 
2.1.11 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur .......................................... 23 
2.1.12 Bakterienstamm ...................................................................................... 23 
2.2 Zellbiologische Methoden ........................................................................... 24 
Inhaltsverzeichnis V 
 
2.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen ........................................................ 24 
2.2.2 Transfektion eukaryontischer Zellen ....................................................... 24 
2.2.3 Herstellung stabiler Zellen mittels retroviraler Infektion ........................... 26 
2.2.4 Migrationsassay ...................................................................................... 27 
2.3 Molekularbiologische Methoden ................................................................. 27 
2.3.1 Kultivierung von Bakterienkulturen .......................................................... 27 
2.3.2 Transformation kompetenter Bakterien ................................................... 28 
2.3.3 Qiagen-Plasmid-Mini-kit .......................................................................... 28 
2.3.4 Qiagen-Plasmid-Maxi-kit ......................................................................... 28 
2.3.5 Extraktion von RNA ................................................................................ 28 
2.3.6 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren .......................................... 28 
2.3.7 Restriktion von DNA ............................................................................... 29 
2.3.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese . 29 
2.3.9 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelet .................................. 30 
2.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten................................................................ 30 
2.3.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .......................................................... 30 
2.3.12 DNA-Sequenzierung ............................................................................... 31 
2.3.13 RNase Protection Assay (RPA) .............................................................. 31 
2.4 Proteinchemische und immunologische Methoden ..................................... 34 
2.4.1 Herstellung von Zelllysaten ..................................................................... 34 
2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford .......................................................... 35 
2.4.3 Immun- und Koimmunpräzipitation von Proteinen aus Zelllysaten .......... 36 
2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ................................................... 37 
2.4.5 Western Blot ........................................................................................... 38 
2.4.6 Blocken ................................................................................................... 38 
2.4.7 Immundetektion ...................................................................................... 39 
2.4.8 Silberfärbung .......................................................................................... 39 
2.4.9 Massenspektrometrie ............................................................................. 40 
2.4.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ....................................... 40 
3. ERGEBNISSE ............................................................................................... 42 
3.1 Oncostatin M in der rheumatoiden Arthritis ................................................. 42 
3.1.1 Oncostatin M induziert die Expression von CCL13 in synovialen    
Fibroblasten ............................................................................................ 43 
Inhaltsverzeichnis VI 
 
3.1.2 Die Bedeutung von Oncostatin M im Vergleich zu anderen Zytokinen bei 
der Induktion von CCL13 ........................................................................ 45 
3.1.3 OSM-induziertes CCL13 führt zur Migration von humanen monozytären 
Zellen ...................................................................................................... 46 
3.1.4 Bioinformatische Analyse von Chemokinpromotoren .............................. 47 
3.1.5 Die OSM-Stimulation führt in synovialen Fibroblasten zu einer 
verlängerten STAT5-Phosphorylierung ................................................... 49 
3.1.6 Die Inhibition von STAT5 und p38 reduziert die OSM-induzierte CCL13-
Expression .............................................................................................. 51 
3.1.7 Die Hemmung von STAT5 reduziert die OSM-induzierte Migration von 
U937-Zellen ............................................................................................ 52 
3.2 OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen ................................ 54 
3.2.1 Das Adaptermolekül Shc ist essentiell für die OSM-vermittelte 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen in Hepatomzellen ........................... 54 
3.2.2 Der Adapter Shc sensibilisiert Fibroblasten für die MAPK-
Phosphorylierung nach OSM-Stimulation ............................................... 56 
3.2.3 Hohe Stimulationsdosen mit OSM führen zu einer Shc-unabhängigen 
MAPK-Phosphorylierung in Fibroblasten ................................................ 58 
3.3 Identifikation neuer Interaktionspartner des Adapters Shc nach OSM-
Stimulation ................................................................................................. 60 
3.3.1 Shc interagiert mit unbekannten, hochmolekularen tyrosin-
phosphorylierten Proteinen ..................................................................... 60 
3.3.2 Grb2 interagiert mit unbekannten hochmolekularen tyrosin-
phosphorylierten Proteinen ..................................................................... 62 
3.3.3 Die Interaktion von Shc mit den unbekannten tyrosinphosphorylierten 
Proteinen ist unabhängig von der Shc-Phosphorylierung ........................ 63 
3.3.4 Shc interagiert mit SHIP2 nach OSM-Stimulation ................................... 65 
3.3.5 SHIP2 interagiert mit Shc nach OSM-Stimulation ................................... 67 
4. DISKUSSION ................................................................................................ 69 
4.1 Die Bedeutung von Oncostatin M in der rheumatoiden Arthritis .................. 69 
4.1.1 Die Induktion von CCL13 durch Oncostatin M in der rheumatoiden 
Arthritis ................................................................................................... 71 
Inhaltsverzeichnis VII 
 
4.1.2 Die OSM-vermittelte CCL13-Induktion erfolgt durch einen STAT5- und 
p38-vermittelten Signalweg ..................................................................... 73 
4.1.3 Die physiologische Wirkung von CCL13 in der rheumatoiden Arthritis .... 75 
4.2 Die Phosphorylierung der MAP-Kinasen durch Oncostatin M ..................... 77 
4.2.1 Shc ist für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen in 
Hepatomzellen von Bedeutung ............................................................... 77 
4.2.2 Shc sensibilisiert Fibroblasten für die OSM-vermittelte Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen.................................................................................... 78 
4.3 Die Identifikation eines neuen Interaktionspartners von Shc nach OSM- 
Stimulation ................................................................................................. 81 
4.3.1 Der SHIP2/Shc-Komplex ........................................................................ 82 
4.3.2 Die physiologische Bedeutung der SHIP2/Shc-Interaktion ...................... 87 
5. AUSBLICK .................................................................................................... 89 
5.1 Die OSM-induzierte CCL13-Expression in der rheumatoiden Arthritis ........ 89 
5.2 Die OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen .......................... 90 
6. ZUSAMMENFASSUNG ................................................................................. 94 
7. LITERATURVERZEICHNIS ........................................................................... 96 
 
 
Abkürzungsverzeichnis VIII 
 
Abkürzungsverzeichnis 
Abl   Abelson tyrosine kinase 
acc.no.   accession number 
Ak   Antikörper 
Akt   AKR thymoma oncogene homolog 
AmpR   Ampicillin-Resistenz 
APP   Akut-Phase-Protein 
ATCC   American Type Culture Collection 
ATP    Adenosintriphosphat 
BCR   breakpoint cluster region 
BIM   Bisindolylmaleimid 
bp   Basenpaare 
BRIJ    Polyoxyethylen-10-oleylether 
BSA   bovines Serumalbumin 
bzw.   beziehungsweise 
CapZ   actin-capping protein  
CCL   CC-Chemokin-Ligand 
CCR   CC-Chemokin-Rezeptor 
cDNA   complementary DNA 
CH   collagen homology 
CIS   cytokine-inducible SH2 domain-containing protein 
CLC   cardiotrophin-like cytokine 
c-myc   zelluläres Myc 
CNTF   ciliary neurotrophic factor 
COX   Zyklooxygenase 
CSDE   cold shock domain-containing protein E1 
CT-1    cardiotrophin-1 
CXCL   CXC-Chemokin-Ligand 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
dUTP   Desoxyuridintriphosphat 
E   Extinktion 
ECL   enhanced chemiluminescent 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   ethylenediamine-tetraacetic acid 
EGF   epidermal growth factor 
EGFR   epidermal growth factor receptor 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 
ERK    extracellular signal-regulated kinase 
et al.   et alii/aliae (und andere) 
FcγRIIB  fragment crystallizable-γ-Rezeptor-IIB 
FKS   fötales Kälberserum 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GDP   Guanosindiphosphat 
Abkürzungsverzeichnis IX 
 
GEF   Guaninnukleotid-Austauschfaktor 
GM-CSF  granulocyte/macrophage colony-stimulating factor 
gp    Glykoprotein 
Grap   Grb2 related adapter protein 
Grb    growth factor receptor bound protein 
GTP   Guanosintriphosphat 
h   Stunde 
HEPES  N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N‘-2-ethansulfonsäure 
HRP   horseradish peroxidase    
ICAM   inter-cellular adhesion molecule 
IFN   Interferon 
Ig    Immunglobulin 
IL    Interleukin  
IP   Immunpräzipitation 
JAK   Januskinase 
JIP   JNK-interacting protein 
JNK   c-jun N-terminal kinase 
kDa   Kilodalton 
KSR   kinase suppressor of Ras 
LB   Luria-Bertani-Medium 
LDL   low densitiy lipoprotein 
LIF   leukemia inhibitory factor 
LIF-R   leukemia inhibitory factor-Rezeptor 
m   murin 
MAP   mitogen-activated protein  
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MCP   monocyte chemoattractant protein 
MEK   MAP/ERK kinase 
MEF   murine embryonale Fibroblasten 
MEM   minimal essential medium 
min   Minute 
MMP   Matrixmetalloproteinase 
mOSM  murines OSM 
mRNA  messenger RNA 
MS   Massenspektrometrie 
myc   Myelocytomatose-Onkogen 
NCBI   National Center for Biotechnology Information 
NP   Neuropoetin 
OD   optische Dichte 
OSM   Oncostatin M 
OSM-R  Oncostatin M-Rezeptor 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion 
PDGF   platelet derived growth factor 
PDK   phosphoinositide dependent kinase 
PE   R-Phycoerythrin 
PGE2   Prostaglandin E2 
PH   pleckstrin homology 
PIAS   protein inhibitors of activated STATs 
Abkürzungsverzeichnis X 
 
PIPES  Piperazin-N,N′-2-ethansulfonsäure  
PI3K   Phosphatidylinositol- 3-Kinase 
PKB    Proteinkinase B 
PKC   Proteinkinase C 
PMA   phorbol 12-myristate 13-acetate 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PSA   Proteinsepharose A 
PTB   phosphotyrosine binding 
PtdIns(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 
PtdIns(3,4)P2 Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat 
PtdIns(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PTEN   phosphatase and tensin homolog 
PVDF   Polyvinylidendifluorid 
pY   Phospho-Tyrosin 
RA   Rheumatoide Arthritis 
Raf    Ras associated factor 
Ras   rat sarcoma viral oncogene homolog 
RIPA   radio immunoprecipitation assay-Puffer 
RISC   RNA-induced silencing complex 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase  Ribonukleasen 
RPA   RNase Protection Assay 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute medium 
RT   Raumtemperatur 
s   Sekunde 
SAM   sterile alpha motif 
SAPK   Stress-aktivierte Kinase 
S.E.M.  standard error of the mean 
SDF   stromal cell-derived factor-1  
SDS   sodiumdodecylsulfate 
SH   Src homology 
Shc   SH2-/CH-domain-containing protein 
SHIP   SH2-containing inositol phosphatase 
SHP    SH2-domain-containing tyrosine phosphatase 
sIL-6R  löslicher Interleukin-6-Rezeptor 
siRNA   small interfering RNA 
SN   supernatant (Überstand) 
SOCS   suppressors of cytokine signaling 
SOS   son of sevenless 
Src   sarcoma 
STAT   signal transducer and activator of transcription 
STE   Sodium-Chlorid-Tris-EDTA-Puffer  
Sts   suppressor of T cell receptor signaling 
TAE   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE   TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
TBS-N  tris buffered saline, 0,1% Nonidet P-40 
TCL   total cell lysate (Gesamtzelllysat) 
TEMED   N, N, N‘, N‘ - Tetramethylethylendiamin 
TF   Transkriptionsfaktor 
TIMP   tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 
Abkürzungsverzeichnis XI 
 
TMB   Tetramethylbenzidin 
TNF   Tumornekrosefaktor 
Tris   Tris(hydroxy)aminomethan 
t-RNA   Transfer-RNA 
TTP   Tristetraprolin 
TYK    Tyrosinkinase 
Upm   Umdrehungen pro Minute 
UTP   Uridintriphosphat 
UV   Ultraviolett 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
WB   Western Blot 
wt   Wildtyp 
z.B.   zum Beispiel 
ZBM   zytokinbindendes Modul 
 
Aminosäuren 
A  Ala  Alanin    M  Met  Methionin 
C  Cys  Cystein    N  Asn  Asparagin 
D  Asp  Asparaginsäure   P  Pro  Prolin 
E  Glu  Glutaminsäure   Q  Gln  Glutamin 
F  Phe  Phenylalanin   R  Arg  Arginin 
G  Gly  Glycin    S  Ser  Serin 
H  His  Histidin    T  Thr  Threonin 
I  Ile  Isoleucin    V  Val  Valin 
K  Lys  Lysin     W  Trp  Tryptophan 
L  Leu  Leucin    Y  Tyr  Tyrosin 
 
X  beliebige Aminosäure 
 
Basen 
 
A  Adenin     T  Thymin 
G  Guanin     C  Cytosin 
 
N  beliebige Base 
Einleitung 1 
 
1. Einleitung 
1.1 Die Familie der IL-6-Typ Zytokine  
Ein vielzelliger Organismus benötigt Botenstoffe zur Koordination seiner biologischen 
Prozesse. Diese können ihr Signal auf endokrine, parakrine oder autokrine Weise an 
Zielzellen weitergeben. Hormone sind ein Beispiel für endokrine Signalübertragung, 
denn sie ermöglichen die  Kommunikation zwischen weit entfernten Zielgeweben und 
-zellen. Im Gegensatz dazu wirken Zytokine über Distanzen von wenigen 
Mikrometern auf para- oder autokrine Weise. Zytokine werden durch auslösende 
Reize von verschiedenen Zellen schnell synthetisiert und sekretiert. Sie wirken 
pleiotrop auf ihre Zielzellen ein und beeinflussen deren Proliferation, Differenzierung, 
Migration oder Apoptose.   
Zytokine wurden nach verschiedenen Merkmalen klassifiziert: Entweder anhand 
struktureller Gesichtspunkte wie der dreidimensionalen Struktur oder gemeinsam 
genutzten Rezeptorkomponenten oder nach ihrer biologischen Funktion in pro- und 
antiinflammatorische Zytokine (Heinrich et al., 1998). Hinsichtlich ihrer biologischen 
Funktion kann man sie aber ebenso in Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone 
und Chemokine einteilen (Löffler et al., 2007).  
Es sind bisher 33 Interleukine bekannt, die verschiedenen Familien zugeordnet 
werden. Man fasst die Interleukin(IL)-6-Typ-Zytokine als eine Familie zusammen, 
denn sie weisen eine ähnliche dreidimensionale Struktur aus einem langkettigen vier-
α-Helix-Bündel auf. Weiterhin nutzen alle IL-6-Typ-Zytokine das ubiquitär exprimierte 
Glykoprotein 130 (gp130) als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit. Sie 
besitzen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften und spielen eine 
wichtige Rolle in der Hämatopoese (Heinrich et al., 1990; Hirano, 1998), der 
Akutphase-Reaktion des Körpers (Castell et al., 1990; Peters et al., 1995; Richards 
et al., 1992; Baumann und Wong, 1989; Schooltink et al., 1992; Andus et al., 1987), 
der Differenzierung und dem Wachstum von B- und T-Zellen (Okada et al., 1988; 
Jansen et al., 1992; Hirano et al., 1986) sowie in der neuronalen Differenzierung 
(Heinrich et al., 1998). Zur Familie gehören neun Mitglieder: das namensgebende 
IL-6, IL-11, IL-27, leukemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM), ciliary 
neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC) 
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und Neuropoetin (NP) (Heinrich et al., 1998; Derouet et al., 2004; Senaldi et al., 
1999; Pflanz et al., 2002). 
1.2 Die Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine 
Um auf Zielzellen wirken zu können, binden Zytokine spezifisch an Rezeptoren auf 
der Zelloberfläche. Im Fall der IL-6-Typ-Zytokine sind dies Kinase-assoziierte 
Rezeptoren aus der Familie der hämatopoetischen Rezeptoren. Sie werden auch zur 
Klasse I der Zytokinrezeptoren zugeordnet, die mindestens ein zytokinbindendes 
Modul (ZBM) enthalten. Dieses ist für die Zytokinbindung von zentraler Bedeutung, 
denn hieran binden IL-6-Typ-Zytokine mit zwei spezifischen Bereichen (site I und 
site II). Über einen dritten Bereich (site III) bindet das Zytokin an die Immunglobin 
(Ig)-ähnliche-Domäne des Rezeptors (Heinrich et al., 2003; Kurth et al., 1999; 
Timmermann et al., 2000).   
Strukturell gehören die Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine zur  Familie der Typ I 
Transmembranproteine, denn sie besitzen einen extrazellulär gelegenen 
N-Terminus, eine einzelne Transmembrandomäne und einen zytoplasmatischen 
C-Terminus (Bazan, 1990).  Einzige Ausnahme bildet der CNTF-Rezeptor, der 
anstelle der Transmembrandomäne einen Glykosylphosphatidylinositolanker besitzt 
(Davis et al., 1991).   
Die Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-Zytokine bestehen aus Oligomeren, die alle als 
signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit das ubiquitär exprimierte Glykoprotein 
gp130 nutzen, wodurch es zu Überschneidungen in ihrer biologischen Wirkung 
kommt (Heinrich et al., 1998). Die Spezifität der IL-6-Typ-Zytokine wird durch die 
Rekrutierung der zweiten Rezeptoruntereinheit gewährleistet, die zelltypspezifisch 
exprimiert wird (Heinrich et al., 2003).   
IL-6 und IL-11 rekrutieren als zweite Rezeptoruntereinheit ein weiteres Molekül 
gp130, so dass  sie über Homodimere aus gp130 signalisieren (Hibi et al., 1990; 
Murakami et al., 1993; Yin et al., 1993), wobei beide zusätzlich einen nicht-
signalisierenden α-Rezeptor (IL-6-R oder IL-11-R) benötigen (Yamasaki et al., 1988; 
Hilton et al., 1994) (Abbildung 1). Die Kristallstruktur der extrazellulären Region eines 
aktiven IL-6-Rezeptorkomplexes zeigt eine hexamere Struktur aus je zwei Molekülen 
IL-6, IL-6-R und gp130 (Ward et al., 1994). Für die Ausbildung des membran- 
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Typ I Typ II
IL
-2
7
-R
Abbildung 1: Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine  
Alle IL-6-Typ Zytokine rekrutieren die Rezeptoruntereinheit gp130. Diese kann mit einem weiteren 
Molekül gp130 Homodimere ausbilden. In verschiedenen Kombinationen mit dem LIF-R, OSM-R oder 
IL-27-R bildet gp130 Heterodimere aus. Humanes OSM kann als einziges IL-6-Typ-Zytokin über zwei 
verschiedene Rezeptorkomplexe signalisieren. IL-31 signalisiert über ein Heterodimer aus dem 
OSM-R und dem IL-31R und wird daher als Verwandter der IL-6-Typ-Zytokine angesehen. 
Erläuterungen siehe Text. 
ständigen Rezeptorkomplexes wurde aber auch ein Tetramer postuliert (Grötzinger 
et al., 1999). 
Gp130 kann neben Homodimeren auch mit weiteren Rezeptoren Heterodimere 
ausbilden (Abbildung 1).   
Über ein Heterodimer aus gp130 und dem LIF-Rezeptor signalisieren LIF (Gearing et 
al., 1992), CT-1 (Pennica et al., 1995), CNTF (Davis et al., 1991), NP (Derouet et al., 
2004) und CLC (Lelievre et al., 2001; Elson et al., 2000). Wie IL-6 und IL-11 
benötigen auch CNTF, NP und CLC einen α-Rezeptor (CNTF-R (Davis et al., 1991)), 
der keine Signale weiterleiten kann. Auch für den CT-1-Rezeptorkomlex existieren 
Hinweise für eine α-Rezeptoruntereinheit (Robledo et al., 1997).   
Die membranständigen α-Rezeptoren IL-6-R, IL-11-R und CNTF-R können auch in 
löslicher Form vorkommen. Sie entsteht entweder durch limitierte Proteolyse 
(shedding) oder durch alternatives Spleißen der mRNA (Müllberg et al., 1993; Lust et 
al., 1992). 
Alle IL-6-Typ-Zytokine besitzen einen spezifischen Rezeptorkomplex. Lediglich 
humanes Oncostatin M (OSM) ist in der Lage über zwei verschiedene heterodimere 
Rezeptorkomplexe zu signalisieren: entweder über den Typ I Rezeptor, bestehend 
aus gp130 und dem LIF-R, oder über den Typ II Rezeptor, bestehend aus gp130 und 
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dem OSM-R (Ichihara et al., 1997; Gearing et al., 1992; Mosley et al., 1996) 
(Abbildung 1). Murines OSM leitet sein Signal  nur über den Typ II Rezeptorkomplex 
weiter (Ichihara et al., 1997). OSM bindet zunächst nur mit geringer Affinität an 
gp130. Erst durch die Rekrutierung des LIF- bzw. OSM-Rs bildet sich der hochaffine 
Rezeptorkomplex aus (Mosley et al., 1996; Lindberg et al., 1998).  
Auch das Zytokin IL-27 benutzt einen heterodimeren Rezeptorkomplex. Er besteht 
aus gp130 und dem spezifischen IL-27-Rezeptor (IL-27-R) (Pflanz et al., 2004).  
Als Verwandter der IL-6-Typ-Zytokine wird IL-31 angesehen. In seinem 
heterodimeren Rezeptorkomplex rekrutiert es jedoch anstelle von gp130 den IL-31R 
sowie den OSM-R (Dillon et al., 2004)  (Abbildung 1).   
1.3 Das IL-6-Typ-Zytokin Oncostatin M 
1.3.1 Entdeckung und Aufbau 
Oncostatin M (OSM) ist Glykoprotein mit einer molaren Masse von 28 kDa, das von 
aktivierten T-Lymphozyten, Monozyten und Neutrophilen sezerniert wird. Humanes 
OSM wurde 1986 aus U937-Zellen isoliert, die mit Phorbolester (PMA) behandelt 
worden waren. Es verdankt seinen Namen der wachstumsinhibierenden Wirkung, die 
es auf menschliche Tumorzellen ausübt (Zarling et al., 1986).   
Die humane OSM cDNA kodiert für ein 252 Aminosäuren langes Vorläuferprotein. 
Das reife Zytokin entsteht durch die Abspaltung des N-terminalen Signalpeptids und 
durch posttranslationale  Entfernung von 31 C-terminalen Aminosäuren (Malik et al., 
1989; Linsley et al., 1990). OSM wird als Monomer sezerniert, das aus vier α-
helikalen Ketten und drei invertierten Helix-Bereichen besteht (Hoffman et al., 1996). 
Unter den IL-6-Typ-Zytokinen ist OSM dem LIF am ähnlichsten. Die beiden Proteine 
weisen eine 27%ige Homologie in ihrer Primärstruktur auf. Ihre Gene liegen in einem 
Tandem auf dem menschlichen Chromosom 22q12 und besitzen ähnliche 
Promotorelemente sowie Intron-Exon-Verteilungen (Rose et al., 1993). Dies spricht 
dafür, dass OSM und LIF durch Genduplikation entstanden sind (Rose und Bruce, 
1991).    
Außer im Menschen wurde OSM auch in anderen Organismen wie bei Affen (Rose 
und Bruce, 1991), Rindern (Malik et al., 1995) und Ratten (de Miguel et al., 1997) 
nachgewiesen. Yoshimura et al. (1996) klonierten das murine OSM-Gen, dessen 
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cDNA für 263 Aminosäuren kodiert. Es weist eine 48%ige Homologie mit humanem 
OSM auf und liegt auf dem murinen Chromosom 11 in direkter Nachbarschaft zu 
murinem LIF. 
1.3.2 Die Physiologie von Oncostatin M 
OSM ist ein pleiotropes Zytokin, das auf unterschiedliche Zelltypen wirkt 
(Abbildung 2). Seine wachstumsinhibierende Funktion auf Tumorzellen wurde als 
erstes beschrieben. Einige Studien bestätigen seine antiiflammatorischen 
Eigenschaften (Wahl und Wallace, 2001). Die Mehrheit der Untersuchungen zeigen 
jedoch seine proinflammatorischen Eigenschaften. 
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Abbildung 2: Physiologische Wirkungen von Oncostatin M (OSM)   
OSM ruft vielseitige biologische Antworten in verschiedenen Zielzellen hervor. APP: Akut-Phase-
Protein; LDL: low density lipoprotein; VEGF: vascular endothelial growth factor; COX: 
Zyklooxygenase; PGE2: Prostaglandin E2. Abbildung aus (Hermanns, 2009). 
Bei chronisch verlaufenden entzündlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden 
Arthritis findet man erhöhte Expressionslevel von OSM in der Synovialflüssigkeit der 
Patienten (Cawston et al., 1998). Es ist bekannt, dass OSM das Zellwachstum und 
die Differenzierung z.B. von Endothelzellen, Fibroblasten und Osteoblasten steuert. 
Es spielt ebenso eine wichtige Rolle in der Wundheilung, in der Induktion 
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neurotropher Peptide und der Regulation des Cholesterinstoffwechsels (Tanaka und 
Miyajima, 2003). Wie auch IL-6 und LIF ist OSM ein wichtiger Regulator von 
Entzündungsreaktionen und führt zu einem schnellen Anstieg der Akut-Phase-
Proteine (APP) in der Leber (Richards et al., 1992). OSM steuert auch indirekt 
Entzündungsreaktionen, indem es die Produktion von Zytokinen (z.B. IL-6)  und 
Chemokinen auslöst (Brown et al., 1991; Lin et al., 2004; Lee et al., 2007; Langdon 
et al., 2003; Hintzen et al., 2008b).  
1.3.3 Oncostatin M als Chemokin-Induktor  
Wie bereits erwähnt kann Oncostatin M die Produktion von Chemokinen hervorrufen. 
Zu diesen Chemokinen zählen: CCL2 (MCP-1) (Ruprecht et al., 2001; Lin et al., 
2004), CCL11 (Eotaxin) (Langdon et al., 2003), CXCL12 (SDF-1) (Lee et al., 2007), 
sowie CCL1 (I-309), CCL7 (MCP-3) und CCL8 (MCP-2) (Hintzen et al., 2008b). 
Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine mit einer molaren Masse von 
8-12 kDa. Sie haben eine zentrale Funktion bei der Migration von Immunzellen im 
Gewebe und bei deren Auswanderung aus dem Blut. Manche Chemokine wirken 
aktivierend auf Immunzellen, andere sind an der Organentwicklung und der 
Angiogenese beteiligt.  
Die Aminosäuresequenzen der Chemokine können stark voneinander abweichen, 
aber ihre Tertiärstruktur ist streng konserviert. Am N-Termnius befindet sich eine 
Gruppe von Cysteinresten, die ein oder zwei Disulfidbrücken ausbilden können. Je 
nach Anzahl und Position der Cysteinreste leitet sich hieraus die traditionelle 
Einteilung ab: Bei den CC- oder β-Chemokinen liegen die beiden ersten Cysteine 
direkt benachbart, bei den CXC- oder α-Chemokinen trennt eine beliebige 
Aminosäure die beiden Cysteine und bei den CX3C-Chemokinen liegen drei 
Aminosäuren zwischen beiden Cysteinen. Bei diesen Chemokinfamilien werden 
immer zwei Disulfidbrücken zwischen den Cysteinresten ausgebildet. Im Gegensatz 
dazu besitzen XC-Chemokine nur ein N-terminales Cystein, das mit einem weiter 
C-terminal gelegenden Cystein nur eine Disulfidbrücke ausbildet.   
CC-Chemokine wirken hauptsächlich auf Monozyten, Eosinophile, Basophile und 
Lymphozyten, CXC-Chemokine eher auf Neutrophile und Lymphozyten (Luster, 
1998). Fraktalkin ist das einzige Mitglied der CX3C-Familie (Bazan et al., 1997). Es  
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wirkt auf T-Lymphozyten und Monozyten. Auch die Familie der XC-Chemokine  hat 
nur einen Vertreter, das Lymphotactin (Kelner et al., 1994).  
Alternativ klassifiziert man Chemokine anhand ihrer Funktion. Man unterscheidet 
inflammatorische (oder induzierbare) und homöostatische (oder konstitutive) 
Chemokine. Die meisten Chemokine sind inflammatorische Chemokine. Sie werden 
von Gewebezellen und einwandernden Leukozyten nur unter pathologischen 
Bedingungen gebildet, was zur Anlockung von Immunzellen führt. Hierzu zählen zum 
Beispiel das zuerst entdeckte IL-8 (CXCL8) und die Familie der monocyte 
chemoattractant proteins (MCP1-4). Homöostatische Chemokine werden konstitutiv 
in lymphoiden Organen exprimiert, wo sie für die Reifung und das sogenannte 
„homing“ der Lymphozyten verantwortlich sind (Baggiolini, 2000).  
1.4 Signalwege der IL-6-Typ-Zytokine am Beispiel von OSM 
Der erste Schritt in der Signalweiterleitung von Oncostatin M ist die 
ligandeninduzierte Heterodimerisierung der signaltransduzierenden 
Rezeptoruntereinheiten gp130 und LIF-R (Typ I Rezeptorkomplex, nur im humanen 
System) oder gp130 und OSM-R (Typ II Rezeptorkomplex, im humanen und murinen 
System). Die Ausbildung der Rezeptorkomplexe führt auf zytoplasmatischer Seite zur 
Auslösung der Signalkaskaden. Um eine andauernde Aktivierung von Zellen zu 
vermeiden, kann die Signalkaskade wieder abgeschaltet werden. Dies geschieht 
entweder durch die Inhibitoren SOCS (suppressors of cytokine signalling) oder PIAS 
(protein inhibitors of activated STATs), durch Dephosphorylierungen von 
Signalmolekülen oder Endozytose des Rezeptors. 
1.4.1 Der JAK/STAT Signaltransduktionsweg 
Die IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren besitzen keine intrinsische Tyrosinkinaseakitvität. Sie 
nutzten daher rezeptorassoziierte, zytoplasmatische Tyrosinkinasen der 
Januskinasen-Familie (JAKs) zur Initiation ihrer intrazellulären Signalkaskade. Die 
OSM-vermittelte Dimerisierung der Rezeptoruntereinheiten löst die Phosphorylierung 
von JAK1, JAK2 und TYK2 aus (Auguste et al., 1997). Die aktivierten JAKs 
phosphorylieren Tyrosinseitenketten im membrandistalen intrazellulären Bereich von  
gp130, LIF-R und OSM-R. Diese fungieren als Andockstellen für zytoplasmatische 
Proteine mit SH2 (Src homology)- und PTB (Phosphotyrosinbindende)-Domänen. 
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Hierzu gehören die STATs (signal transducer and activator of transcription). Im Fall 
von OSM werden STAT1, STAT3, STAT5 und STAT6 aktiviert (Lai et al., 1995; Fritz 
et al., 2006), die Homo- und/oder Heterodimere ausbilden. Sie translozieren in den 
Zellkern, wo sie an Promotorregionen von OSM-induzierbaren Genen binden (Bugno 
et al., 1995; Yamada et al., 1997) (Abbildung 3).  
STAT
JAK
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P JAK
OSM
OSM-R
P
P
STAT
Genexpression
P
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Abbildung 3: OSM aktiviert den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg  
Nach ligandeninduzierter Bildung des Rezeptorkomplexes, beispielsweise aus dem Heterodimer 
gp130/OSM-R, werden die Januskinasen aktiviert und die STAT-Transkriptionsfaktoren 
phosphoryliert, die in den Zellkern wandern, wo sie die Expression von OSM-responsiven Genen 
regulieren. 
1.4.2 Der MAPK Signaltransduktionsweg 
Die Aktivierung der Januskinasen ist nicht nur für die Rekrutierung der STATs 
essentiell, sie vermittelt auch die Aktivierung der MAPK (mitogen-activated protein 
kinase)-Kaskade. MAPKs können nicht direkt am Rezeptor aktiviert werden, vielmehr 
benötigen sie für ihre Aktivierung eine Proteinkinase-Kaskade, die aus drei 
hintereinandergeschalteten Kinasen besteht. Die MAP-Kinase-Kinase-Kinase 
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(MAP3K) aktiviert die MAP-Kinase-Kinase (MAP2K) durch Phosphorylierung von 
Serin-/Threoninseitenketten. Die aktivierte MAP2K aktiviert ihrerseits die MAP-
Kinase durch duale Phosphorylierung an Tyrosin- und Threoninseitenketten. 
Schließlich kann die phosphorylierte MAP-Kinase ihr Substrat an ausgewählten 
Serin- und Threoninresten phosphorylieren (Schaeffer und Weber, 1999).   
MAP-Kinasen vermitteln die Antwort einer Zelle auf extrazelluläre Stimuli wie 
Zytokine und Wachstumsfaktoren. Zur Familie der MAP-Kinasen gehören die 
extracellular signal-regulated Kinasen (ERK) und zwei Familien von Stress-
aktivierten Kinasen (SAPK), JNK (c-jun N-terminal kinase) und p38 (Morrison und 
Davis, 2003). Als einziges IL-6-Typ-Zytokin kann Oncostatin M nicht nur ERK1/2, 
sondern auch JNK und p38 aktivieren (Böing et al., 2006). Im Typ II 
Rezeptorkomplex von OSM geht die Aktivierung der drei MAP-Kinasen ERK, JNK 
und p38 vom phoshorylierten Tyrosinrest Y861 des OSM-Rs aus. Die gp130-
Untereinheit hingegen kann nur die ERK-Kaskade aktivieren (Abbildung 4).  
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Abbildung 4: OSM aktiviert den MAPK-Signaltransduktionsweg  
Der Typ II Rezeptorkomplex von Oncostatin M aktiviert die ERK-Kaskade auf zwei Wege: über den 
phosphorylierten Tyrosinrest Y759 des gp130-Rezeptors, an den die Tyrosinphosphatase SHP-2 
bindet, und über das Tyrosinmotiv Y861 des OSM-Rs. Zusätzlich kann der OSM-R auch JNK und p38 
aktivieren. Dies geschieht ebenfalls über das phosphorylierte Tyrosinmotiv Y861 im OSM-R, an das 
das Adapermolekül Shc bindet. Welche Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF), kleinen GTPasen 
und Gerüstproteine an der OSM-R-vermittelten Aktivierung der MAPKs beteiligt sind, ist noch nicht 
geklärt. Erläuterungen siehe Text. TF: Transkriptionsfaktor. 
Einleitung 10 
 
Die Phosphorylierung der Tyrosinseitenkette Y759 im gp130 führt zur Rekrutierung 
der Tyrosinphosphatase SHP-2 über deren SH2-Domäne. In diesem Fall übt die 
SHP-2 also eine Adapterfunktion aus (Stahl et al., 1995; Schaper et al., 1998). 
SHP-2 selbst wird dazu am Rezeptor phosphoryliert und bietet damit eine 
Andockstelle für das Adapterprotein Grb2 (growth factor receptor bound protein-2). 
Dieses ist über seine SH3-Domäne konstitutiv mit dem Guaninnukleotid-
Austauschfaktor SOS (son of sevenless) assoziiert und bringt ihn so an die 
Plasmamembran (Chardin et al., 1993). Dort aktiviert SOS die kleine GTPase Ras, 
indem es den Austausch von GDP gegen GTP katalysiert. Das ist der Auslöser der 
ERK-Kaskade: Die aktive GTP-gebundene Form von Ras aktiviert die assoziierte 
MAP3K Raf-1 (Zhang et al., 1993), die wiederum die untergeordnete MAP2K MEK-1 
aktiviert.  MEK-1 aktiviert schließlich die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 über eine 
Tyrosin-/ Threoninphosphorylierung, die dann verschiedene Transkriptionsfaktoren 
modifizieren (Avruch et al., 1994).   
Im Gegensatz zur gp130-Rezeptoruntereinheit ist der OSM-R ist nicht in der Lage, 
SHP-2 zu binden. Stattdessen rekrutiert er über das phosphorylierte Tyrosinmotiv 
Y861 das Adapterprotein Shc (SH2-/CH-domain-containing protein) (Hermanns et 
al., 2000).  In analoger Weise zu gp130 erfolgt dann über Grb2/SOS/Ras die 
Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade. Vom gleichen Tyrosinmotiv ausgehend 
werden auch die beiden Stress-aktivierten MAPKs JNK und p38 aktiviert (Böing et 
al., 2006). Welche kleinen GTPasen und Guaninnukleotid-Austauschfaktoren für die 
OSM-R-vermittelte Aktivierung der SAPKs benötigt werden ist noch unklar.  
Für die Organisation einer Kaskade von Proteinkinasen wie der MAPK-Kaskade 
werden sogenannte Gerüstproteine benötigt. Sie führen Signalmoleküle räumlich 
zusammen und dienen somit als Plattform für ihre Assemblierung. Darüber hinaus 
können sie positive und negative feedback-Signale koordinieren, indem sie z.B. 
aktivierte Moleküle vor Inaktivierung schützen (Shaw und Filbert, 2009).   
Für die ERK-Kaskade konnten mehrere Gerüstproteine identifiziert werden. Der 
bekannteste Vertreter ist KSR (kinase suppressor of Ras), der als positiver Regulator 
des Ras/MAPK-Signalwegs gilt (Kornfeld et al., 1995; Sundaram und Han, 1995; 
Therrien et al., 1995). Ob KSR oder andere Gerüstproteine in der OSM-vermittelten 
Aktivierung der ERKs eine Rolle spielen, ist bisher noch ungeklärt.   
In der Literatur wurde auch für SAPKs die Existenz von Gerüstproteinen 
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beschrieben. Hier ist vor allem JIP (JNK-interacting protein) zu nennen. Es bindet an 
alle drei Komponenten der JNK-Kaskade (Yasuda et al., 1999; Willoughby et al., 
2003), kann aber gleichzeitig auch der p38-Kaskade als Gerüst dienen (Morrison und 
Davis, 2003). 
Das Adapterprotein Shc ist vor allem für die Aktivierung der ERK1/2-Kinasen von 
grundlegender Bedeutung (Hermanns et al., 2000; Böing et al., 2006). Ursprünglich 
wurde Shc als Adapterprotein entdeckt, das an den aktivierten 
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor) bindet und durch 
ihn phosphoryliert wird (Pelicci et al., 1992). Mittlerweile ist jedoch klar, dass es eine 
ganze Familie von Shc-Adaptermolekülen gibt, die nicht nur an Rezeptoren der 
Wachstumsfaktoren, sondern auch an aktivierte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 
Zytokinrezeptoren und Hormonrezeptoren binden (Bonfini et al., 1996). Am besten 
untersucht ist die Aktivierung des Ras-Signalwegs über die Shc/Grb2/SOS-
Interaktion (Bonfini et al., 1996; Lai und Pawson, 2000). Shc kann jedoch auch 
andere Signalwege wie c-Myc (Gotoh et al., 1997) oder PI3K (Phosphatidylinositol- 
3-Kinase) (Gu et al., 2000) aktivieren.  
Bisher sind vier Familienmitglieder bekannt: ShcA, ShcB, ShcC und ShcD, die sich 
vor allem hinsichtlich ihres Expressionsmusters unterscheiden. ShcA ist am besten 
untersucht und wird in der Literatur gemeinhin als Shc bezeichnet. Es wird  ubiquitär 
exprimiert (Pelicci et al., 1992), mit der Ausnahme von neuronalen Zellen. Hier findet 
man vorwiegend ShcB und ShcC (Sakai et al., 2000; Pelicci et al., 1996). ShcD 
wiederum wurde hauptsächlich im adulten Gehirn und im Skelettmuskel 
nachgewiesen (Jones et al., 2007).   
Alle Proteine der Shc-Familie besitzen eine aminoterminale PTB-
(Phosphotyrosinbindene), eine zentrale CH1-(collagen homology) und eine 
carboxyterminale SH2-(Src homology 2) Domäne (Pelicci et al., 1996) (Abbildung 5).  
Das ShcA Gen kodiert für drei überlappende Isoformen mit jeweils 46, 52 oder 
66 kDa Molekulargewicht, die durch alternatives Spleißen der mRNA (p66) oder 
durch die Nutzung einer alternativen Translationsinitiationsstelle (p46 und p52) 
entstehen. Die Isoform p66 besitzt zusätzlich eine aminoterminale CH-ähnliche 
Domäne, die als CH2 bezeichnet wird (Pelicci et al., 1996; Migliaccio et al., 1997). 
Die Rekrutierung von Shc an aktivierte Rezeptoren erfolgt über seine PTB- oder 
SH2-Domäne. Daraus resultiert die Phosphorylierung von drei wichtigen 
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Tyrosinresten in der CH1-Domäne, dem Y239/240 und Y317 (im humanen ShcA) 
oder Y313 (im murinen ShcA), die wiederum als Bindungsstelle für die SH2-Domäne 
von Grb2 dienen (Rozakis-Adcock et al., 1992). Neben Grb2 können auch andere 
Proteine, die eine SH2-Domäne besitzen, an diese Tyrosinreste binden, z.B. Grb7 
(Stein et al., 1994) und SHIP (SH2-containing inositol phosphatase) (Pradhan und 
Coggeshall, 1997). 
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Abbildung 5: Struktureller Aufbau des Adapterproteins ShcA  
ShcA kommt in drei verschiedenen Isoformen vor, die aus einem einzigen Gen hervorgehen. Alle 
Isoformen besitzen eine Phosphotyrosin-Bindedomäne (PTB), Kollagen-homologe Domänen (CH) und 
eine Src-homologe Domäne (SH2). Die zentrale CH1-Domäne enthält die drei kritischen Tyrosinreste 
Y239/Y240/Y317, die nach Rezeptorbindung phosphoryliert werden. Abbildung verändert nach 
Cattaneo and Pelicci (1998). 
1.4.3 Der PI3K Signaltransduktionsweg 
Neben den zwei beschriebenen Signalwegen kann Oncostatin M den 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg aktivieren (Godoy-Tundidor et al., 
2005; Burfoot et al., 1997). Die PI3K ist eine Lipidkinase, die Phosphoinositole 
(PtdIns) an der 3'-Position ihres Inositolrings phosphoryliert. Dabei entsteht an der 
Plasmamembran das Lipidprodukt PtdIns(3,4,5)P3, das als second messenger 
verschiedene Antworten wie Zellteilung und Proliferation in der Zelle hervorruft.   
Die PI3K ist ein Heterodimer, welches aus einer  katalytischen Untereinheit p110 und 
einer regulatorischen Untereinheit p85 besteht. Die Aktivierung der PI3-Kinase 
kommt durch die Bindung von p85 an Phosphotyrosinmotive von Rezeptoren oder 
Adaptermolekülen zustande (Leevers et al., 1999). Diese Rezeptorbindung 
konvertiert die katalytische Untereinheit p110 in ihre aktive Form, welche 
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PtdIns(4,5)P2 phosphoryliert und damit PtdIns(3,4,5)P3 bildet. An dieses 
Membranlipid binden PDK1 (phosphoinositide dependent kinase) und die 
Proteinkinase B (PKB)/Akt über ihre PH (pleckstrin homology) Domänen. Durch die 
räumliche Annährung an PDK1 wird PKB/Akt phosphoryliert und aktiviert (Lawlor und 
Alessi, 2001) (Abbildung 6).     
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Abbildung 6: PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg  
Die Bindung der regulatorischen Untereinheit p85 an Phosphotyrosinmotive aktiviert die enzymatische 
Aktivität der katalytischen Untereinheit p110. Diese phosphoryliert das Membranlipid PtdIns(4,5)P2 an 
der 3‘-Position, wodurch PtdIns(3,4,5)P3 entsteht. Daran binden die Kinasen PDK1 und Akt. Akt wird 
durch die räumliche Annährung von PDK1 phosphoryliert, was verschiedene zelluläre Antworten wie 
Überleben oder Proliferation auslöst. 
Der genaue Aktivierungsmechanismus des PI3K-Signalwegs durch OSM ist bisher 
unbekannt. Es wurde lediglich gezeigt, dass die Stimulation mit OSM zu einer 
schnellen Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit p85 der PI3K (Soldi et 
al., 1994) und zu einer Phosphorylierung der PKB/Akt führt (Dreuw et al., 2005).  
Eine Möglichkeit wäre die direkte Bindung der PI3-Kinase an den OSM-R und ihre 
dortige Aktivierung, da unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass die p85-
Untereinheit in Peptidpräzipitationsstudien an das phosphoryierte Doppeltyrosinmotiv 
Y837/Y839 des OSM-Rs bindet (Stross, 2006). 
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Die negative Regulation des PI3K-Wegs erfolgt über die Dephosphorylierung von 
PtdIns(3,4,5)P3 durch mindestens zwei verschiedene Phosphatasen (Abbildung 7). 
Der Tumorsuppressor PTEN (phosphatase and tensin homolog) dephosphoryliert die 
3’-Position des Inositolrings und produziert somit PtdIns(4,5)P2.  
Im Gegensatz dazu dephosphoryliert SHIP (SH2-containing inositol phosphatase) 
das Membranlipid an der 5‘-Position und erzeugt PtdIns(3,4)P2. 
PTEN SHIP
PtdIns-(3,4)-P2PtdIns-(3,4,5)-P3PtdIns-(4,5)-P2
PI3K
 
Abbildung 7: Negative Regulation des PI3K-Signaltransduktionswegs   
Zwei Phosphatasen PTEN und SHIP degradieren das PI3K-Produkt PtdIns(3,4,5)P3 zu 
Phosphatidylinositol-bisphosphaten.  
SHIP, oder SHIP1, wurde ursprünglich in hämatopoetischen Zellen als ein Protein 
mit einer molaren Masse von 145 kDa entdeckt. Nach Stimulation mit verschiedenen 
Zytokinen wird SHIP tyrosin-phosphoryliert und assoziiert mit dem Adapterprotein 
Shc (Damen et al., 1993; Kavanaugh und Williams, 1994; Lioubin et al., 1994).  
Pessesse et al. (1997) entdeckten ein verwandtes Protein, das ubiquitär in Zellen 
hämatopoetischen und nicht hämatopoetischen Ursprungs exprimiert wird und 
nannten es SHIP2. Beide Proteine zeigen eine ähnliche Struktur: eine N-terminale 
SH2-Domäne, eine zentrale Phosphatasedomäne und eine Prolin-reiche Region am 
C-Terminus (Abbildung 8). Im Gegensatz zu SHIP1 besitzt SHIP2 eine zusätzliche 
SAM (sterile alpha motif)-Domäne am C-Terminus, die Protein-Protein-Interaktionen 
vermittelt.  
SH2 Inositol-5’-Phosphatase Prolin-reichSHIP1
SHIP2
54 % 64 %
1188
1258SH2 Inositol-5’-Phosphatase
NPAYY
NPXY NPXY
Prolin-reich SAM
24 %
 
Abbildung 8: Struktureller Aufbau von SHIP  
SHIP1 und SHIP2 sind homologe Proteine mit gleicher Domänenstruktur. Ihre Primärstruktur ist zu 
42,7% identisch. Die Konsensus-Region um die Phosphorylierungsstelle ist im Einbuchstaben-Code 
dargestellt; X entspricht einer beliebigen Aminosäure. Abbildung verändert nach Krystal et al. (1999).  
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Über die SH2-Domäne kann SHIP vielseitige Interaktionen mit anderen 
zytoplasmatischen Proteinen (z.B. SHP-2 (Sattler et al., 1997) oder Shc (Liu et al., 
1997) oder aktivierten Rezeptoren (z.B. FcγRIIB (Ono et al., 1996)) eingehen. Die 
zentrale Inositol-5‘-Phosphatase ist für die enzymatische Funktion des Proteins 
unerlässlich. In der Prolin-reichen Region befinden sich NPXY-Motive, welche nach 
Stimulation phosphoryliert werden und somit als Rekrutierungsstellen für Proteine mit 
PTB-Domäne dienen (z.B. Shc (Lamkin et al., 1997)). Obwohl die SH2-Domänen 
und die zentrale Regionen von SHIP1 und SHIP2 eine hohe Homologie aufweisen, 
unterscheiden sich beide Proteine stark in ihrem C-terminalen  Bereich. Die Prolin-
reiche Region bindet unterschiedliche SH3-Domänen-enthaltende Proteine. So 
bindet SHIP2 über seine Prolin-reiche Region an die SH3-Domäne der Abl (Abelson 
tyrosine kinase)-Kinase (Sattler et al., 1997), während SHIP1 spezifisch an die SH3-
Domäne der Src-Kinase und Grb2 bindet (Wisniewski et al., 1999).  
1.5 Ziele der Arbeit 
Oncostatin M vermittelt über verschiedene Signalwege die Expression von 
zahlreichen Zielgenen. Zu ihnen gehören inflammatorische Chemokine wie CCL13 
(MCP-4). Die OSM-induzierte Expression dieses Chemokins wird im ersten Teil der 
Arbeit auf RNA- sowie auf Proteinebene in diversen Fibroblasten untersucht. Der 
unbekannte Signalweg, über den OSM die erhöhte Expression hervorruft, sollte 
durch bioinformatischen Analysen, chemische Inhibitoren und siRNA knock-downs 
näher charakterisiert werden. Desweiteren sollte die physiologische Relevanz der 
induzierten CCL13-Expression ermittelt und eine mögliche Rolle von OSM in der 
rheumatoiden Arthritis aufgezeigt werden.  
Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit dem Phosphorylierungsmechanismus der 
MAP-Kinasen durch Oncostatin M. Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass die 
Phosphorylierung aller drei MAP-Kinasen von einem einzelnen Tyrosinrest im 
aktivierten OSM-Rezeptor ausgeht und dass das Adaptermolekül Shc hieran 
rekrutiert wird (Hermanns et al., 2000; Böing et al., 2006). Daher sollte die Rolle des 
Adapterproteins Shc in der OSM-vermittelten MAPK-Phosphorylierung genauer 
untersucht werden. In verschiedenen Zelltypen und Organismen sollte geprüft 
werden, ob Shc der einzige Adapter ist, der für die MAPK-Phosphorylierung benötigt 
wird und eventuell neue Adaptermoleküle identifiziert werden. Hierzu zählte auch die 
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massenspektrometrische Identifizierung von unbekannten phosphorylierten 
Proteinen, die nach OSM-Stimulation an Shc binden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien 
Alle Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi verwendet und von den Firmen 
wie angegeben bezogen. 
Radiochemikalien 
[32P ] -UTP   (Hartmann, Braunschweig) 
Inhibitoren 
AG490   (Calbiochem, Darmstadt) 
U0126   (Promega, Madison, USA) 
SB202190   (Calbiochem, Darmstadt) 
BIM    (Sigma, Taufkirchen) 
2.1.2  Puffer und Medien 
Alle Puffer und Medien wurden in wässriger Lösung (Qualität Millipore) angesetzt. 
Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien wird in der 
Methodenbeschreibung näher erläutert. 
2.1.3 Verbrauchsmaterial 
Das eingesetzte Verbrauchsmaterial wurde von den Firmen Eppendorf (Hamburg), 
Millipore (Schwalbach), Serva (Heidelberg), Renner (Darmstadt), Sarstedt 
(Nümbrecht) und Whatman (Frickenhausen) bezogen. 
2.1.4 Reaktionskits 
Folgende Reaktionskits wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
Mini-Plasmidpräparationskit   (Qiagen, Hilden) 
Maxi-Plasmidpräparationskit   (Qiagen, Hilden) 
QIAquick-Gel-Extraktionskit   (Qiagen, Hilden) 
RNeasy Mini RNA-Isolationskit   (Qiagen, Hilden) 
QIAshredderTM     (Qiagen, Hilden) 
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2.1.5 Enzyme 
Folgende Enzyme wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
T4-DNA-Ligase      (Fermentas, St. Leon-Rot) 
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase  (New England BioLabs, Frankfurt/M.) 
Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Roche (Mannheim) und New 
England BioLabs (Frankfurt/Main) bezogen und nach Herstellerangaben verwendet. 
2.1.6 Zytokine und Rezeptoren 
IL-1   rekombinantes, humanes Interleukin-1; wurde von der Firma Cell 
Concepts (Umkirch) bezogen und besaß eine spezifische Aktivität von 
2x107 U/mg Protein. 
 
IL-6   humanes Interleukin-6; wurde nach der Methode von Arcone et al. 
(1991) rekombinant hergestellt und freundlicherweise von A. Küster und 
B. Mütze (Aachen) zur Verfügung gestellt; die spezifische Aktivität 
betrug 2 x 106 BSF2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
 
sIL-6R  löslicher, humaner IL-6-Rezeptor; wurde nach der Methode von 
Weiergraber et al. (1995) hergestellt und freundlicherweise von A. 
Küster und M. Kauffmann (Aachen) zur Verfügung gestellt. 
 
mOSM  rekombinantes, murines OSM; wurde von der Firma R&D Systems 
(Minneapolis, USA) bezogen und besaß eine spezifische Aktivität von 
5x106 U/mg Protein. 
 
OSM   rekombinantes, humanes Oncostatin M; wurde von der Firma Cell 
Concepts (Umkirch) bezogen und besaß eine spezifische Aktivität von  
> 5x105 U/mg Protein. 
 
TNFα   rekombinanter, humaner Tumornekrosefaktor α; wurde von der Firma 
Sigma (Taufkirchen) bezogen und besaß eine spezifische Aktivität von 
2,5x107 U/mg Protein. 
 
MCP-4  rekombinantes, humanes monocyte chemotactic protein 4; wurde von 
der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA) bezogen. 
 
2.1.7 Antikörper 
Kaninchen-anti-Maus Ig  polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich 
des Maus-Immunoglobulins; HRP-konjugiert (DAKO, 
Hamburg) 
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Ziege-anti-Kaninchen Ig  polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich 
des Kaninchen-Immunglobulins; HRP-konjugiert (DAKO, 
Hamburg) 
 
Kaninchen-anti-Ziege Ig  polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich 
des Ziegen-Immunglobulins; HRP-konjugiert (DAKO, 
Hamburg) 
 
Anti-IgG1 (MAB002) monoklonaler Antikörper gegen das Maus-Immunoglobulin 
IgG1 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 
 
Anti-ERK1/2  monoklonaler Antikörper gegen die Serin/Threonin-
Kinasen ERK1 und ERK2 (Cell Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-ERK1/2 (T202/Y204)  polyklonales Antiserum gegen die aktive Form der 
Kinasen ERK1/ERK2, phosphoryliert an Threonin T202 
und Tyrosin Y204 (Cell Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-Grb2 (C-23) polyklonaler Antikörper gegen den C-terminalen Bereich 
des Adapterproteins Grb2 (Santa Cruz, Heidelberg)  
 
Anti-IB monoklonaler Antikörper gegen den Inhibitor IB (Cell 
Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-p38 (T180/Y182)  polyklonaler Antikörper gegen die aktive Form der Kinase 
p38, phosphoryliert an Threonin T180 und Tyrosin Y182 
(Promega, Mannheim) 
 
Anti-p38 (N-20) polyklonales Antiserum gegen die Serin/Threonin-Kinase 
p38 (Santa, Cruz, Heidelberg) 
 
Anti-JNK1/2 (T183/Y185)  polyklonales Antiserum gegen die aktive Form der 
Kinasen JNK1 und JNK2, phosphoryliert an Threonin 
T183 und Tyrosin Y185 (Cell Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-JNK1/2 polyklonaler Antikörper gegen die Kinasen JNK1 und 
JNK2 (Cell Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-Phosphotyrosin  (4G10) monoklonaler Antikörper gegen phosphorylierte 
Tyrosine (Millipore, Schwalbach) 
 
Anti-Phosphotyrosin  (PY-99) monoklonaler Antikörper gegen phosphorylierte 
Tyrosine (Santa, Cruz, Heidelberg) 
 
Anti-Shc polyklonaler Antikörper gegen das Adapterprotein Shc (BD 
Biosciences, Heidelberg) 
 
Anti-SHIP2 polyklonaler Antikörper gegen die humane Inositol-
Phosphatase SHIP2 (Cell Signaling, Frankfurt) 
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Anti-STAT1 (Y701) polyklonales Antiserum gegen die tyrosinphosphorylierte 
Form des Transkriptionsfaktors STAT1 (Cell Signaling, 
Frankfurt) 
  
Anti-STAT3   monoklonaler Antikörper gegen den N-terminalen Bereich 
des Transkriptionsfaktors STAT3 (BD Biosciences, 
Heidelberg) 
 
Anti-STAT3 (Y705)   monoklonaler Antikörper gegen die aktive Form des 
Transkriptionsfaktors STAT3, phosphoryliert an Tyrosin 
Y705 (Cell Signaling, Frankfurt) 
 
Anti-STAT5b (G-2)  polyklonales Antiserum gegen STAT5b (Santa Cruz, 
Heidelberg) 
 
Anti-STAT5 (Y694)  polyklonales Antiserum gegen die tyrosinphosphorylierte 
Form des Transkriptionsfaktors STAT5 (Cell Signaling, 
Frankfurt) 
 
Anti-Tubulin monoklonanler Antikörper gegen den C-Terminus von 
Tubulin (Sigma-Aldrich, Hamburg) 
 
Anti-MCP-1 (MAB679)  monoklonales Antiserum gegen das Chemokin MCP-1 
(R&D Systems, Minneapolis, USA) 
 
Anti-MCP-2 (MAB281)  monoklonales Antiserum gegen das Chemokin MCP-2 
(R&D Systems, Minneapolis, USA) 
 
Anti-MCP-4 (MAB327)  monoklonales Antiserum gegen das Chemokin MCP-4 
(R&D Systems, Minneapolis, USA) 
 
Anti-MCP-4 (BAF327)  polyklonaler, biotinylierter Antikörper gegen das Chemokin 
MCP-4 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 
 
2.1.8 Vektoren und rekombinante Plasmide 
pBabe retroviraler Expressionsvektor, AmpR; freundlicherweise 
von J. Borg (Marseille, Frankreich) zur Verfügung gestellt. 
 
pQCXIP retroviraler Expressionsvektor, AmpR (Clontech, Saint-
Germain-en-Laye, France). 
 
pVPack-GP retroviraler Verpackungsvektor, der die viralen Gene gag 
(Gruppenspezifisches Antigen ; kodiert die Matrix-, 
Kapsid- und Nukleokapsidproteine) und pol (kodiert die 
viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase - mit 
RNase H - und Integrase), AmpR (Stratagene, 
Waldbronn). 
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pVPack-10A1 retroviraler Verpackungsvektor, der die viralen env-Gene 
(kodiert die Hüllproteine des Virus) exprimiert, AmpR 
(Stratagene, Waldbronn).  
 
pBabe-Shc-myc pBabe, in den die cDNA für Shc (Isoformen p46 und p52) 
mit einem Myc-tag am C-Terminus einkloniert wurde; 
freundlicherweise von J. Borg (Marseille, Frankreich) zur 
Verfügung gestellt (Fournier et al., 1999). 
 
pBabe-Shc3F-myc pBabe, in den die cDNA für Shc (Isoformen p46 und p52) 
mit einem Myc-tag am C-Terminus einkloniert wurde, 
wobei die Tyrosine Y239, Y240 und Y313 zu Phenylalanin 
mutiert wurden; freundlicherweise von J. Borg (Marseille, 
Frankreich) zur Verfügung gestellt (Fournier et al., 1999). 
 
pQCXIP-Shc-myc pQCXIP, in den die cDNA für für Shc (Isoformen p46 und 
p52) mit einem Myc-tag am C-Terminus einkloniert wurde; 
zur Erhöhung der Expression wurde eine Kozak-Sequenz 
am 5’-Ende angefügt.  
 
pQCXIP -Shc3F-myc pQCXIP, in den die cDNA für für Shc (Isoformen p46 und 
p52) mit einem Myc-tag am C-Terminus einkloniert wurde, 
wobei die Tyrosine 239, 240 und 313 zu Phenylalanin 
mutiert wurden; zur Erhöhung der Expression wurde eine 
Kozak-Sequenz am 5’-Ende angefügt.  
 
2.1.9 Oligos 
Alle Oligos wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen. 
Folgende Oligos wurden als Primer für die PCR verwendet: 
pBabeSP  CTTTATCCAGCCCTCAC 
 
Y3F_T234P_SP GGGATGAGGAGGAAGAAGAGCCCCCTGACCATCA 
   GTTCTTC 
 
Y3F_T234P_RP GAAGAACTGATGGTCAGGGGGCTCTTCT 
TCCTCCTCATCCC 
 
pBabeRP  ACCCTAACTGACACACATTCC 
 
SPNotmShcATG TGAAGCGGCCGCCATGAGACCGCCACCATGAA 
CAAGCTGAGTGGAGGCG 
 
RPmShc  CAGGACTCTCTGATTCACAGG 
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2.1.10 Eukaryotische Zellen 
C20/A4  adhärent wachsende, humane Chondrozytenzelllinie; 
Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS; 
freundlicherweise von Prof. Dr. M.Goldring (Boston, USA) zur 
Verfügung gestellt. 
 
HCF  adhärent wachsende, humane primäre Cervixfibroblasten; 
Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin; freundlicherweise von E. Van de Leur 
(Aachen) zur Verfügung gestellt. 
 
HDF  adhärent wachsende, humane primäre dermale Fibroblasten;  
Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin; freundlicherweise von der Dermatologie 
(Uniklinik Aachen) zur Verfügung gestellt. 
 
Hek293T adhärent wachsende embryonale Nierenzellinie (ATCC: CRL-
11268); Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin. 
 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatoma-Zelllinie (ATCC: HB-
8065); Kultivierung in F12-Medium ergänzt mit FKS. 
 
HLF  adhärent wachsende, humane primäre Lungenfibroblasten; 
Kultivierung in OptiMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin; freundlicherweise von Prof. Dr. P. 
Marynen (Leuven, Belgien) zur Verfügung gestellt. 
 
HSF  adhärent wachsende, humane primäre Synovialfibroblasten;  
Kultivierung in OptiMEM-Medium ergänzt mit FKS; 
freundlicherweise von E. Van de Leur (Aachen) zur Verfügung 
gestellt. 
 
MEF wt adhärent wachsende embryonale murine Fibroblasten-Zelllinie;  
Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin; freundlicherweise von B. Neel 
(Boston, USA) zur Verfügung gestellt. 
 
MEF ShcA-/- adhärent wachsende, ShcA-defiziente embryonale murine 
Fibroblasten-Zelllinie; Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit 
FKS und Penicillin/Streptomycin; freundlicherweise von T. 
Pawson (Toronto, Kanada) zur Verfügung gestellt (Lai und 
Pawson, 2000). 
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MEF mock adhärent wachsende, ShcA-defiziente embryonale murine 
Fibroblasten-Zelllinie, die stabil den Leervektor pBabe exprimiert; 
durch retrovirale Infektion hergestellt; Kultivierung in DMEM-
Medium ergänzt mit FKS und Penicillin/Streptomycin; zur 
Selektion wurde dem Medium 1 µg/ml Puromycin zugegeben. 
 
MEF 3F-myc adhärent wachsende, ShcA-defiziente embryonale murine 
Fibroblasten-Zelllinie, die stabil das Adapterprotein ShcA-
Y239/240/313F-myc exprimiert; durch retrovirale Infektion 
hergestellt; Kultivierung in DMEM-Medium ergänzt mit FKS und 
Penicillin/Streptomycin; zur Selektion wurde dem Medium 
1 µg/ml Puromycin zugegeben. 
 
MEF wt-myc adhärent wachsende, ShcA-defiziente embryonale murine 
Fibroblasten-Zelllinie, die stabil mit ShcA-wt-myc rekonstituiert 
wurde; durch retrovirale Infektion hergestellt; Kultivierung in 
DMEM-Medium ergänzt mit FKS und Penecillin/Streptomycin; 
zur Selektion wurde dem Medium 1 µg/ml Puromycin zugegeben. 
 
U937 humane myeloide Leukämie-Suspensionszelllinie (ATTC: CRL-
1593.2); Kultivierung in RPMI-Medium ergänzt mit FKS. 
 
2.1.11 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur 
DMEM-Flüssigmedium     (Gibco, Eggenstein) 
OptiMEM-Flüssigmedium     (Gibco, Eggenstein) 
RPMI-Flüssigmedium     (Gibco, Eggenstein) 
DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium  (Gibco, Eggenstein) 
FKS (fötales Kälberserum)    (Seromed, Wien, Österreich) 
Penicillin/Streptomycin     (Gibco, Eggenstein) 
Trypsin(0,05 %)/EDTA(0,02 %)-Lösung  (BioWhittaker, Verviers, Belgien) 
Akkutase-Lösung      (Biochrom, Berlin) 
Puromycin      (PAA, Cölbe) 
Ficoll        (Amersham, Freiburg) 
Fibronektin      (Becton Dickinson,Heidelberg) 
Poly-L-Lysin      (Sigma-Aldrich, München) 
PBS:   200 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
8,0 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,4 
2.1.12 Bakterienstamm 
Zur Klonierung wurden die E.coli-Stämme JM83 und XL-10 Gold (Stratagene, 
Waldbronn) verwendet. 
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2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen 
Die Zellen wurden in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5% CO2 bei 37°C 
kultiviert. Die jeweiligen Medien enthielten zusätzlich 10% fötales Kälberserum sowie 
wahlweise 60mg/ml Penicillin und 100mg/ml Streptomycin. Dem Medium der stabil 
transfizierten MEFs wurden zur Selektion Puromycin (1µg/ml) zugegeben. Zur 
Weiterkultivierung mussten die adhärent wachsenden Zellen einer konfluent 
bewachsenen Platte mit PBS gewaschen und durch eine Behandlung mit 
Trypsin/EDTA bzw. Akkutase losgelöst werden. Die diversen  Zelllinien und die 
primären Fibroblasten wurden je nach vorliegender Konfluenz in Verdünnungen von 
1:2 bis 1:20 in frischem Medium auf neue Platten ausgesät. HepG2-Zellen wurden 
zur Vereinzelung durch Kanülen gezogen.   
Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen in Kulturmedium mit 10% DMSO bei  
-80°C eingefroren und bei -196°C in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  
Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37°C inkubiert und mit 10 ml kaltem Medium 
verdünnt. Nach Zentrifugation mit 1000 Upm bei 4°C wurden sie in warmem 
Kulturmedium aufgenommen und auf neuen Platten ausgesät. 
2.2.2 Transfektion eukaryontischer Zellen 
Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Plasmid-DNA in eukaryotische 
Zellen. Die Zellen bzw. die Plasmid-DNA muss dabei so behandelt werden, dass die 
fremde DNA in den Zellkern gelangen kann. Dies wird durch verschiedene 
Transfektionsreagenzien ermöglicht. Man unterscheidet zwischen transienter 
Transfektion, bei der die Plasmid-DNA nur zeitweilig in das Wirtsgenom eingebaut 
wird, und stabiler Transfektion, bei der die Zellen die Plasmid-DNA dauerhaft 
exprimieren. 
Transiente Transfektion mit Lipofectamine 2000 
Zur Erzeugung von infektiösen Viruspartikeln wurde das Transfektionsreagenz 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Nach Herstellerangaben 
Material und Methoden 25 
 
wurden je 2 µg Verpackungsverkoren und 5 µg Zielvektor in Hek293T-Zellen 
transfiziert.  
Stabile Transfektion mit TransIT-LT1 
Um die dauerhafte Expression eines Transgens zu ermöglichen, wurden 15 µg 
Plasmid-DNA (pBabe-Vektoren) laut Herstellerangaben mit TransIT-LT1 (Mirus, 
Pittsburgh, USA) in MEF-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden 
die Zellen in Puromycin-haltigem Medium (1 µg/ml) selektiert und kultiviert.  
Transfektion von siRNA 
Der Mechanismus der small interfering RNA (siRNA) dient der Zelle sowohl zum 
Schutz vor Fremd-RNA als auch zur zellinternen Regulation. siRNA entsteht beim 
Zerschneiden einer längeren doppelsträngigen RNA durch das Enzym Dicer. Die 
kleinen doppelsträngigen RNAs werden in den RISC-Komplex (RNA-induced 
silencing complex) eingebaut. Ein RNA-Strang wird abgebaut, so dass die 
verbleibende einzelsträngige RNA an eine spezifische, komplementäre Ziel-mRNA 
binden kann. Durch die interne Nuklease-Aktivität des RISC-Komplexes wird die Ziel-
mRNA schließlich zerstört.   
siRNAs können von außen durch Transfektion in die Zelle eingebracht werden, so 
dass spezifisch die Expression von Zielgenen verringert werden kann. Zur 
transienten Transfektion von siRNA wurden entweder je 105  humane dermale 
Fibroblasten oder 3·105 HepG2-Zellen in einer Vertiefung einer 6-well-Kulturschale 
ausgesät und über Nacht im entsprechenden Kulturmedium mit 10% FKS bei 37°C 
und 5% CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre kultiviert. Die Transfektion 
wurde mit DharmaFECT siRNA Transfection Reagent gemäß dem Protokoll des 
Herstellers (Dharmacon, Chicago, USA) durchgeführt. Das Transfektionsreagenz 
wurde 1:50 mit OptiMEM verdünnt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die ON-
TARGETplus SMARTpool-Reagenzien (Dharmacon, Chicag, USA) und die siRNA 
negative control (Eurogentec, Köln)  waren in 1x siRNA-Puffer gelöst und wurden 
ebenfalls in OptiMEM angesetzt (finale Konzentration: 75 nM siRNA). Das verdünnte 
Transfektionsreagenz wurde mit den siRNA-Reagenzien gemischt und 20 Minuten 
bei RT inkubiert. Auf die zwischenzeitlich mit erwärmten OptiMEM gewaschenen 
Zellen wurde das siRNA/DharmaFECT-Gemisch tropfenweise gegeben. Nach 
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5 Stunden Kultivierung unter den oben genannten Bedingungen wurde 3x Medium 
(OptiMEM mit 30 % FKS) zugegeben. Weitere 48 Stunden später standen die 
transfizierten Zellen zur Analyse bereit. 
ON-Targetplus SMARTpool:  human SHC1 (NM_183001) 
     human STAT5b (NM_012448) 
 
5 x siRNA-Puffer:    100 mM KCl 
30 mM HEPES (pH 7,5) 
1 mM MgCl2 
2.2.3 Herstellung stabiler Zellen mittels retroviraler Infektion 
Zur Erzeugung stabiler, rekonsitutierter MEF-Zelllinien wurden Retroviren benutzt. 
Retroviren sind behüllte Einzelstrang-RNA-Viren, deren Erbinformation als RNA 
vorliegt und die als DNA in das Genom der Wirtszelle eingebaut wird. Der 
bicistronische Experssionsvektor pQCXIP (Clonetech, Saint-Germain-en-Laye, 
France) enthält das einzufügende Zielgen sowie einen Puromycin-Selektionsmarker. 
Zusammen mit den Verpackungsvektoren pVPack-GP und pVPack-10A1 (beide 
Stratagene, Waldbronn) wurde er mithilfe von Lipofectamie 2000 (Invitrogen, 
Karlsruhe) in Hek293T-Zellen  transfiziert, die auf Poly-L-Lysin beschichteten 
Flaschen wuchsen. Die Verpackungsvektoren kodieren für Proteine, die der 
Retrovirus zur Virenproduktion benötigt. Die Hek293T-Zellen sind somit in der Lage, 
die Matrix- Kapsid- und Nukleokapsidproteine des Virus sowie die viralen Enzyme 
Protease, Reverse Transkriptase und Integrease zu exprimieren. Mit deren Hilfe 
kann der Virus das Zielgen verpacken und reife Retroviren ausbilden. 24 Stunden 
nach Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel auf 5% FKS in DMEM und der 
Inkubator wurde auf 32°C runtergestellt. Unter diesen Bedingungen produzierten die 
Hek293T-Zellen 48 Stunden lang infektiöse Viruspartikel. Der Überstand der 
transfizierten Zellen wurde durch einen 45 µm low protein binding Filter (Renner 
GmbH, Dannstadt) filtriert und nach Zugabe von 8 µg/ml Polybrene auf die Zielzellen 
(30-40 % konfluent) gegeben. Die Zellen wurden während der Infektion bei 37°C 
inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel auf Kulturmedium. Die 
Selektion der infizierten Zellen erfolgte ab dem nächsten Tag durch Puromycin 
(1 µg/ml). 
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2.2.4 Migrationsassay 
Die durch einen chemotaktischen Stimulus bedingte Migration von U937-Zellen  
wurde in einem modifizierten Boyden-Kammer-System analysiert. Das Prinzip dieser 
Methode beruht darauf, dass U937-Zellen in einem Einsatz, der in einer Multi-well-
Platte hängt, ausgesät werden und auf einen Stimulus hin durch die poröse 
Membran des Einsatzes wandern. Nach ca. 4 Stunden befinden sich die Zellen auf 
dem Boden des wells und können ausgezählt werden. Die verwendeten Einsätze 
waren transwells aus einer Polycarbonatmembran mit 8 µm großen Poren für 24-
Lochplatten von Corning Costar (Bodenheim), die vor dem Experiment mit humanem 
Fibronektin (10µg/cm2) beschichtet wurden. Anschließend wurden 105 in je 100 µl 
Medium aufgenommene U937-Zellen in die einzelnen Einsätze ausgesät, die in mit 
800 µl FKS-freiem Medium gefüllten wells hingen. Nach einer Inkubation von 30 
Minuten bei 37°C und 5% CO2 bildeten die Monozyten eine dichte Zellschicht direkt 
oberhalb der Poren. Im nächsten Schritt wurden die mit U937-Zellen gefüllten 
transwells in benachbarte wells der 24-Lochplatte überführt, die mit diversen FKS-
freien Zellüberständen gefüllt waren. Nach 4 Stunden konnten die migrierten Zellen 
am Boden der einzelnen wells der 24-Lochplatte ausgezählt werden. 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Kultivierung von Bakterienkulturen 
Rekombinante Bakterien wurden in LB-Flüssigmedium in einem Schüttelinkubator 
bei 200 Upm oder auf LB-Nährböden mit Ampicillin-Zusatz (100 µg/ml) bei 37°C 
kultiviert.  
LB-Flüssigmedium:   5 g/l NaCl 
5 g/l Hefeextrakt (Difco, Detroit, USA) 
10 g/l Bactotrypton (Difco, Detroit, USA) 
10 mM Tris/HCl pH 8,0 
1 mM MgSO 
LB-Nährboden:    LB-Flüssigmedium + 1,5% Bacto-Agar 
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2.3.2 Transformation kompetenter Bakterien 
Die Herstellung kompetenter E.coli erfolgte wie in Sambrook und Russell (1989) 
beschrieben. 1 ng Plasmid-DNA oder 10-20 µl eines Ligationsansatzes wurden mit 
100 µl kompetenten Bakterien versetzt und 30 Minuten auf Eis stehen gelassen. 
Anschließend erfolgte eine einminütige Inkubation bei 42°C, gefolgt von weiteren 
zwei Minuten auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium zum 
Transformationsansatz wurde dieser 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Bakterien 
wurden abzentrifugiert, in 100 µl des Überstandes resuspendiert und auf LB-Agar-
Platten mit geeignetem Antibiotikum zur Selektion der rekombinanten Klone 
ausgestrichen. Es folgte eine Inkubation bei 37°C über Nacht. Rekombinante Klone 
konnten dann einer Analyse unterzogen werden. 
2.3.3 Qiagen-Plasmid-Mini-kit 
Um DNA für die Analyse rekombinanter Bakterienklone zu gewinnen, wurden 3 ml 
LB-Medium mit jeweils einer Kolonie einer Transformationsplatte beimpft und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das Zellsediment zur Isolation 
der Plasmid-DNA einem Aufschluss mithilfe des Mini-Plasmidpräparationskits nach 
Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) unterzogen. 
2.3.4 Qiagen-Plasmid-Maxi-kit 
Zur Erzeugung größerer DNA Mengen Plasmid-DNA wurden Bakterien aus einer 250 
ml Übernachtkultur nach Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) aufgearbeitet. Die DNA 
wurde in Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert. 
2.3.5 Extraktion von RNA 
Die Extraktion von RNA aus Zellen erfolgte mithilfe des RNeasy Mini RNA-
Isolationskits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Um die Viskosität der 
Zelllysate zu verringern, wurde das QIAshredder kit von Qiagen verwendet. 
2.3.6 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren 
Die quantitative Bestimmung von DNA und RNA erfolgte photometrisch am 
Nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) über die OD260. Eine 
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Extinktion E260 = 1,0 entspricht 50 µg doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg RNA. Die 
Reinheit der Nukleinsäurepräparation wurde mit Hilfe der OD280 ermittelt. Der 
Quotient E260/E280 sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.  
2.3.7 Restriktion von DNA 
Restriktionsendonukleasen vom Typ II erkennen kurze palindromartige Nukleotid-
Sequenzen, an denen sie einen DNA-Strang schneiden. Dabei werden die 
Phosphodiester-Bindungen im Rückgrad der DNA hydrolysiert, wobei überhängende 
(sticky) oder stumpfe (blunt) Enden entstehen. Jede Restriktionsendonuklease 
benötigt spezifische Puffer, um optimal zu arbeiten. Die Restriktion von DNA erfolgte 
nach Angaben der Enzymhersteller. Für analytische Zwecke wurde der 
Restriktionsverdau für 1 Stunde, für analytische Zwecke für 3 Stunden bei der 
empfohlenen Temperatur inkubiert. Sollte die DNA mit zwei Enzymen geschnitten 
werden, so konnte dies, da es die Pufferbedingungen zuließen, im selben Ansatz 
geschehen.  
2.3.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese 
DNA-Fragmente lassen sich entsprechend ihrer Größe im elektrischen Feld 
auftrennen. Die PCR-Produkte oder die Restriktionsansätze wurden mit 6x 
Probenpuffer versetzt und auf ein 1%iges Agarosegel mit zugesetzten 
Ethidiumbromid (1µg/ml) geladen. Für die Elektrophorese wurde 1 x TAE-Puffer als 
Laufpuffer verwendet, dem ebenfalls 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugegeben wurde. 
Die Größe der DNA-Fragmente wurde durch den Vergleich der Laufstrecken mit 
einem DNA-Längenstandard (1 kb-Leiter; Invitrogen, Karlsruhe) ermittelt.  Die DNA-
Fragmente wurden nach erfolgreicher Auftrennung unter UV-Licht sichtbar gemacht. 
6 x DNA-Probenpuffer:   15 % Ficoll400 
0,25 % Bromphenolblau 
0,25 % Xylencyanolblau 
 
1 x TAE:     0,04 M Tris-Base 
1,1 M EDTA 
32 mM Essigsäure 
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2.3.9 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegele 
Nach der Gelelektrophorese wurde die Bande in der Höhe des erwarteten PCR-
Produkts oder des nach Restriktion erhaltenen DNA-Fragments aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten. Anschließend wurde die DNA mit Hilfe des Qiaquick-Gel-
Extraktionskits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
2.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten 
Zwei DNA-Fragmente können kovalent miteinander verknüpft werden. Die T4-DNA-
Ligase schließt dabei eine Phosphodiester-Bindung zwischen einer 5’-
Phosphatgruppe an einem DNA-Strang und einer 3’-OH-Gruppe am anderen DNA-
Strang unter Verbrauch von ATP. Die Reaktion erfolgte nach Herstellerangaben 
unter Verwendung von 1-5 U Ligase pro Reaktion für 1 Stunde bei RT. Um den 
Einbau der Fremd-DNA zu fördern, wurde das zu inserierende Fragment im 
dreifachen molaren Überschuss gegenüber der Vektor-DNA eingesetzt:   
ng Insert = ng Vektor · bp Insert · 3 = bp Vektor 
2.3.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der in vitro-Amplifikation eines 
definierten DNA-Abschnitts zwischen zwei Oligonukleotid-Primern. Die Amplifikation 
erfolgt in drei sich wiederholenden Reaktionsschritten: 
1. Denaturierung der DNA-Matrize  
Bei einer Temperatur von 98°C denaturiert die DNA-Matrize in zwei 
Einzelstränge. 
2. Primer-Hybridisierung 
Die Oligonukleotid-Primer begrenzen das 5’-3’ Ende der zu amplifizierenden 
DNA-Matrize. Die Hybridisierungstemperatur (Tm) eines Olgionukleotid-
Primers kann nach der Wallace-Regel (Suggs et al., 1981) ermittelt werden.  
3. Synthese des komplementären DNA-Stranges (Elongation)  
Ausgehend von den Primern synthetisiert die hitzestabile Phusion-DNA-
Polymerase bei 72°C in 5’-3’ Richtung den komplementären DNA-Strang, so 
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dass wieder ein DNA-Doppelstrang entsteht. Dieser denaturiert im ersten 
Schritt des nächsten Zyklus und dient dann selbst als Matrize. 
Reaktionsansatz:  10 ng template 
1 μl sense-Primer (100 pmol) 
1 μl reverse-Primer (100 pmol) 
0,5 μl Phusion-Polymerase 
4 μl dNTPs (10mM) 
1,5 μl DMSO 
10 µl 5x-GC Puffer 
add 50 µl ddH2O 
PCR-Programm:  0.  98°C, 30 s  (Denaturierung) 
    1.  98°C, 10 s  (Denaturierung) 
    2.  63°C, 30 s  (Primer-Hybridisierung) 
    3.  72°C, 30 1s  (Elongation)  
4. 72°C, 10 min (finale Elongation)  
    35 Zyklen der Schritte 1-3. 
2.3.12 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 
durchgeführt. 
2.3.13 RNase Protection Assay (RPA) 
Der RNase Protection Assay ist ein Nachweisverfahren für RNA. Dabei wird 
einzelsträngige mRNA mit radioaktiv markierten einzelsträngigen komplementären 
RNA-Strängen (Sonden) hybridisiert. Anschließend werden alle nicht gebundenen 
oder überhängende einzelsträngige mRNA-Moleküle durch die RNase verdaut. Im 
Harnstoffgel werden dann die geschützten Doppelstränge ihrer Größe nach 
aufgetrennt. Die Detektion erfolgt über die radioaktive Markierung. 
Radioaktive Markierung der Sonden 
Zur radioaktiven Markierung der Sonden wurde folgender Mix in Mikro-
Schraubröhren (Sarstedt, Nümbrecht) pipettiert: 
1 µl  RNase Inhibitor (Promega, Madison, USA) 
3 µl  GAC-Mix im Verhältnis 1:1:1 (Promega, Madison, USA) 
2 µl  DTT 100 mM (Promega, Madison, USA) 
4 µl  Transkriptionspuffer (Promega, Madison, USA) 
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1 µl  RPA-Template-Set (Becton Dickinson, Heidelberg) 
10 µl  [32P]-dUTP 
1 µl  T7-Polymerase (Promega, Madison, USA) 
Der Ansatz wurde abzentrifugiert und dann bei 37°C für 1 Stunde inkubiert. Nach 
Zugabe von 1ml RNase freier DNase (Roche, Mannheim) erfolgte eine zweite 
Inkubation bei 37°C für 15 Minuten. Danach wurden 77 µl STE-Puffer und 100 µl 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Verhältnis 1:1:1) zugegeben und in ein 1,5ml 
Phase-Lock-Gel-Heavy-Tube (Eppendorf, Hamburg) überführt. Um die wässrige von 
der organischen Phase zu trennen, erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 14000 Upm 
für 5 Minuten bei RT. Die wässrige Phase wurde in eine neue Mikro-Schraubröhre 
überführt und zur Ausfällung der Sonden mit 25 µl 10M NH4OAc, 3 µl t-RNA (Roche, 
Mannheim) und 600 µl eiskalten absoluten Ethanol versetzt. 
Die Fällung erfolgte für zwei Stunden bei -20°C auf Trockeneis. Die aufgetauten 
Ansätze wurden dann bei 14000 Upm für 20 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Zur 
Entfernung der Ethanolreste wurden die pelletierten Sonden 15 Minuten bei 37°C 
getrocknet und dann nach Zugabe von 25 µl 10M NH4OAc und 600 µl absolutem 
Ethanol erneut für 1,5 Stunden bei -20°C auf Trockeneis gefällt. Nach einem 
weiteren Trocknungsschritt bei 37°C wurden die Sonden in 40 µl STE-Puffer 
aufgenommen und bis zur Verwendung maximal zwei Tage bei -20°C gelagert. 
STE-Puffer:   10 mM Tris HCl pH 7,5 
1 mM EDTA 
0,1 % SDS 
Hybridisierung 
Die für den Versuch eingesetzte RNA wurde mit einer Speed-Vac auf eine 
Konzentration von 10 µg/6 µl eingeengt und dann mit 24 µl deionisiertem Formamid 
(Sigma, Taufkirchen) versetzt. Zu jeder Probe wurden 6 µl Hybridisierungs-Mix 
gegeben. Nun wurden die Proben zunächst für 5 Minuten bei 95°C erhitzt und dann 
über Nacht in einem 60°C warmen Wasserbad inkubiert. 
Hybridisierungs-Mix je Probe:  3 µl Hybridisierungspuffer 
1 µl radioaktiv markierte Sonde 
2 µl STE-Puffer 
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Hybridisierungspuffer:   400 mM PIPES pH 6,4 
4 M NaCl 
1 mM EDTA 
Verdau der einzelsträngigen RNA 
Nach der Hybridisierung wurden am nächsten Tag je 404 µl cutting-Mix zu den 
Proben gegeben und die Ansätze bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Es folgte die 
Zugabe von je 2 µl Proteinase K (Qiagen, Hilden) für weitere 15 Minuten. Danach 
wurde jeder Ansatz mit 450 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol aufgefüllt, kräftig 
gemischt und in ein Phase-Lock-Gel-Heavy-Tube überführt, um bei 14000 Upm für 
15 Minuten abzentrifugiert zu werden. 370 µl der wässrigen Phase wurden in eine 
Mikro-Schraubröhre transferiert, in dem bereits 5 µl t-RNA (10mg/ml) vorgelegt 
worden war. Die Fällung der RNA-Hybride geschah durch Zugabe von 370 µl 
eiskaltem Isopropanol und zweistündiger Inkubation bei -20°C auf Trockeneis. Nach 
dem Auftauen wurde die RNA bei 14000 Upm für 20 Minuten bei 4°C abzentrifugiert 
und der Überstand abgenommen. Um Isopropanolreste restlos zu entfernen erfolgte 
ein zweiter, fünfminütiger Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingungen. Die 
pelletierte RNA wurde bei 37°C getrocknet, in 3 µl kaltem DEPC-Wasser und 7 µl 
Formamid-Probenpuffer resuspendiert und dann für 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. 
Die so vorbereiteten Proben wurden schließlich auf das mindestens eine Stunde 
vorgelaufene Gel aufgetragen. 
cutting-Mix je Probe:   360 µl RNase-Puffer 
40 µl RNase A (10 mg/ml) 
4 µl RNase T1 (1,3 mg/ml) 
 
RNase-Puffer:    1 M Tris HCl pH 7,4 
0,5 mM EDTA 
5 M NaCl 
10 % SDS 
 
Formamid-Probenpuffer:   80 % deionisiertes Formamid 
1 mM EDTA pH 8,0 
0,1 % Bromphenolblau 
0,1 % Xylencyanol 
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Denaturierende Gelelektrophorese 
Die Platten der Gelapparatur wurden gereinigt und die innere Seite einer Platte mit 
wurde mit 5 ml Repelcote (Merck, Darmstadt) silikonisiert, um später die Ablösung 
des Gels von den Glasplatten zu ermöglichen. In einem 6%igen Harnstoff-Gel mit 
0,5% TBE als Laufpuffer wurden die Proben aufgetrennt. Die Gel-Laufzeit betrug ca. 
zwei Stunden bei 32W. Anschließend wurde das Gel mit Filterpapier von der nicht 
silikonisierten Platte genommen und bei 70°C für 1 Stunde getrocknet. Bei -80°C 
wurde das getrocknete Gel über Nacht auf einem Röntgenfilm in einer 
Expositionskassette aufgelegt. Zur Quantifizierung der Ergebnisse konnte das Gel 
alternativ bei RT für mindestens 6 Stunden auf einen Storage-Phospho-Screen 
aufgelegt werden. Dieser wurde dann autoradiographisch im Typhoon 9400 (GE 
Healthcare, München) ausgewertet. 
Acrylamidlösung:    19 % Acrylamid 
1 % Bisacrylamid 
 
6 %iges Harnstoff-Gel:   210 g Harnstoff 
75 ml Acryamidlösung 
433,5 µl 10 % APS 
32,5 µl TEMED 
65 ml 0,5 x TBE 
 
0,5 x TBE-Puffer:    45 mM Tris/Base 
45 mM Borsäure 
1 mM EDTA 
2.4 Proteinchemische und immunologische Methoden 
2.4.1 Herstellung von Zelllysaten 
Zur Herstellung von Lysaten wurden die Zellen in unterschiedlichen Mengen (150 – 
1000 µl) Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren von den Zellkulturschalen abgeschabt. 
Die Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und zur Lyse 
30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Abtrennung der Membranbestandteile erfolgte dann 
eine 10minütige Zentrifugation bei 14.000 Upm bei 4 °C. Der Überstand wurde in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt und bei -20°C gelagert. 
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Triton-Lysispuffer:    20 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
10 mM NaF 
1 % Triton X-100 
 
BRIJ-Lysispuffer:    20 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
10 mM NaF 
1 % BRIJ-97 
 
RIPA-Lysispuffer:    50 mM Tris/HCl pH 7,4 
      150 mM NaCl 
      1 mM EDTA 
      0,5 % Nonidet P-40     
      15 % Glycerol 
      1mM NaF 
 
Proteaseinhibitoren:   1mM Na3VO4 
1 mM PMSF 
5 µg/ml Aprotinin 
5 µg/ml Leupeptin 
3 µg/ml Pepstatin A 
2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford 
(1976). Der im Bradfordreagenz enthaltene Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250 
bildet mit den Proteinen im Zelllysat Komplexe. Dadurch kommt es zur Verschiebung 
des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 
595 nm durch die Bildung des Komplexes wird photometrisch gegen das freie 
Farbreagenz (Leerwert) gemessen. Sie ist ein Maß für die Proteinkonzentration der 
Lösung. Hier wurde das Bradfordreagenz Biorad Protein Assay Testsystem (Biorad, 
München) verwendet, das zunächst 1:5 mit Wasser verdünnt wurde. 1 ml dieser 
Lösung wurde dann mit 2 µl Proteinlösung vermischt. Nach 15minütiger Inkubation 
bei Raumtemperatur erfolgte die photometrische Messung bei der Wellenlänge von 
595 nm. Die Berechnung der Proteinkonzentration beruht auf einer für BSA 
ermittelten Eichkurve, woraus sich für eine Extinktion von 0,063 eine Proteinmenge 
von 1 µg ergibt. 
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2.4.3 Immun- und Koimmunpräzipitation von Proteinen aus Zelllysaten 
Durch die Immunpräzipitation kann ein bestimmtes Protein Zelllysaten aufgereinigt 
werden. Bei der Koimmunpträzipitation, deren methodische Durchführung sich nicht 
von der Immunpräzipitation unterscheidet, werden dabei gleichzeitig mit diesem 
Protein assoziierte Proteine angereichert. Zelllysate mit einem Gesamtproteingehalt 
von 1 mg wurden mit einem spezifischen Antikörper (1 µg/Ansatz), der das zu 
präzipitierende Protein erkennt, bei 4°C im Rotationsschüttler über Nacht inkubiert. In 
einem parallelen Ansatz inkubierte die Protein-A-Sepharose (Amersham, Freiburg; 
2,5 mg/Ansatz) in Lysispuffer (100 µl/Ansatz) ebenfalls über Nacht im 
Rotationsschüttler.  Am nächsten Morgen erfolgte die Zugabe von je 100 µl 
gequollener Protein-A-Sepharose pro Ansatz. Das Gemisch wurde für weitere drei 
Stunden im Rotationsschüttler inkubiert. Zur Sedimentation der Sepharose wurden 
die Ansätze für 1 Minute bei 1300 Upm und 4°C zentrifugiert. Zur Verringerung 
unspezifischer Bindungen wurden die an die Sepharose gebundenen Komplexe 
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurde die Sepharose in 15 µl 2 x 
Lämmli-Puffer resuspendiert. Das gebundene Protein wurde durch Aufkochen bei 
80°C für 5 Minuten abgelöst. Durch SDS-PAGE, Western-Blotting und 
Immundetektion konnte das präzipitierte Protein und eventuell assoziierte Proteine 
nachgewiesen werden. 
Triton-Waschpuffer:    20 mM Tris HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
10 mM NaF 
0,1 % Triton X-100 
 
BRIJ-Waschpuffer:     20 mM Tris HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
10 mM NaF 
0,1 % BRIJ 97 
 
RIPA-Waschpuffer:    siehe RIPA-Lysispuffer, 2.4.1 
 
Proteaseinhibitoren:    siehe 2.4.1 
 
2x Lämmli-Proben-Puffer:    125 mM Tris HCl pH 6,8 
20 % Glycerin 
10 % β-Mercaptoethanol 
4 % SDS 
0,01 % Bromphenolblau 
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2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in einem 
elektrischen Feld ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt (Laemmli, 
1970). Die Eigenladungen der Proteine werden dabei durch Anlagerung des 
anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) 
überdeckt. Die Proteine besitzen im Komplex mit SDS eine negative Nettoladung. 
Die aufzutrennenden Lysate oder Immunpräzipitate wurden in 4x Lämmli-Puffer 
aufgenommen und bei 80°C 5 Minuten lang erhitzt, wodurch die Proteine denaturiert 
und eventuell vorhandene Disulfidbrücken reduziert werden. Die SDS-
Proteinkomplexe besitzen jetzt ein konstantes Ladungs-Masse-Verhältnis und 
können nun proportional zu ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies 
geschah mittels diskontinuierlicher Elektrophorese in einer vertikalen 
Flachgelkammer (Whatman Biometra, Göttingen), die eine Polyacrylamidmatrix aus 
Sammelgel und Trenngel enthielt. Im 3%igen Sammelgel (pH 6,8) wurden die 
Proteine fokussiert und anschließend im engmaschigeren 7,5 - 12,5%igen Trenngel 
(pH 8,8) aufgetrennt. Für Proben, die später per Massenspektrometrie analysiert 
wurden, wurden 4-15%ige Ready Gel Tris-HCl - Gele der Firma Biorad (München) 
verwendet. Neben den Proteinproben wurde der Größenstandard Precision Plus 
ProteinTM Standards dual Color (Biorad, München) aufgetragen. 
Acrylamidlösung:    30 % Acrylamid4K-Solution (Applichem, Darmstadt) 
29 % Acrylamid 
1 % Bisacrylamid 
 
4x Trenngelpuffer:    1,5 M Tris/HCl pH 8,8 
0,4 % SDS 
 
4x Sammelgelpuffer:  0,5 M Tris/HCl pH 6,8 
0,4 % SDS  
 
10x SDS-Laufpuffer:   0,25 M Tris-Base (pH 8,3) 
1,92 M Glyzin 
1% SDS 
 
4x Lämmli-Proben-Puffer:  250 mM Tris/HCl (pH 6,8) 
8 % SDS 
40 % Glycerin 
20 %  β-Mercaptoethanol 
0,4 % Bromphenolblau 
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2.4.5 Western Blot 
Die durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine wurden mittels semidry-Methode 
auf eine Trägermatrix, die PVDF (Polyvinylidendifluorid)-Membran (BioTraceTM PVDF 
Membrane, Pall Gelman Laboratory, Dreieich), übertragen. Zur Vorbereitung wurde 
die PVDF-Membran 10 Sekunden in Methanol, 2 Minuten in Wasser und 15 Minuten 
in Anodenpuffer II und das Gel 5 Minuten in Kathodenpuffer inkubiert. In einer 
Blotting-Kammer wurden vier mit Anodenpuffer I und zwei mit Anodenpuffer II 
getränkte Whatman-Filterpapiere (Whatman Internat. Ltd. Maistone, England) in 
Gelgröße luftblasenfrei übereinander gelegt. Darauf wurden die PVDF-Membran, das 
Gel und schließlich vier mit Kathodenpuffer getränkte Filter gelegt. Die Kammer 
wurde mit einem Gewicht von 1 kg beschwert. Die elektrophoretische Übertragung 
der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte mindestens 1 Stunde lang bei 0,8 
mA/cm2, wobei der Boden der Kammer die Anode und der Deckel die Kathode 
bilden. Nach Beendigung des Blotvorgangs wurde die Membran in TBS-N-Puffer bei 
4°C gelagert, falls sich nicht sofort eine Immundetektion anschloss. 
Anodenpuffer I:   0,3 M Tris-Base 
20% Methanol 
 
Anodenpuffer II:  0,025 M Tris-Base 
20% Methanol 
 
Kathodenpuffer:   0,4 M 6-Aminohexansäure 
20% Methanol 
 
TBS-N-Puffer:   20 mM Tris/HCl pH 7,5 
137 mM NaCl 
0,1% Nonidet P-40 
2.4.6 Blocken 
Bevor eine Immundetektion von Proteinen auf einer Trägermembran durchgeführt 
werden kann, müssen die noch vorhandenen Proteinbindungsstellen auf der 
Blotmembran abgesättigt werden. Dazu wurde die Trägermembran für 20 Minuten 
mit einer Lösung aus 10 % BSA in TBS-N blockiert. Danach wurde das 
überschüssige BSA mit TBS-N weggewaschen. 
 
Material und Methoden 39 
 
2.4.7 Immundetektion 
Zum spezifischen Nachweis der auf der Trägermembran transferierten Proteine 
wurde eine Verdünnung des Erstantikörpers (1:500 oder 1:1000 in TBS-N oder in 
5%igem Milchpulver) hinzugegeben und die Membran darin 1 Stunde bei 
Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C geschüttelt. Anschließend wurde 
mehrfach mit TBS-N-Puffer gewaschen und die Membran dann für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur mit dem Zweitantikörper (1:2000 verdünnt in TBS-N) inkubiert. 
Dieser erkennt den konstanten Bereich des als Erstantikörper verwendeten 
Immunglobulins und ist mit der Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Nach drei 
Waschschritten (1x 15 Minuten, 2x 5 Minuten) mit TBS-N erfolgte der Nachweis des 
gebundenen Zweitantikörpers und damit der Proteine mit ImmobilonTM Western 
Detection Reagents (Millipore, Schwalbach) nach Angaben des Herstellers. Die ECL-
Detektionslösungen enthalten ein Substrat der Meerrettich-Peroxidase, während 
dessen Umsetzung es zur Freisetzung von Licht kommt. Nach wenigen Sekunden 
wurde die Lumineszenz entweder mit Hilfe eines Röntgenfilms (Amersham 
HyperfilmTMECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) oder mittels LAS 4000 
(Luminescent Image Analyser, FUJIFILM) erfasst. Die Aufbewahrung des Blots 
erfolgte entweder in TBS-N oder trocken in einer Folie. Um weitere Detektionen 
durchführen zu können, wurde die Membran nach Abschluss der ersten Detektion 
bei 70°C für 25 Minuten in Stripping-Puffer oder bei Raumtemperatur über Nacht in 
London-strip inkubiert. 
Stripping-Puffer:    2% SDS 
100 mM -Mercaptoethanol 
62,5 mM Tris/HCl pH 6,7 
 
London-strip:    2 M Glycin pH 2,5  
1 Teelöffel SDS/Membran 
2.4.8 Silberfärbung 
Die Silberfärbung ist ein Verfahren zum Anfärben von Proteinen nach einer 
Elektrophorese (Rabilloud et al., 1988). Zunächst wurden die Proteine durch eine 
Fixierlösung bei 4°C über Nacht denaturiert, wodurch ein weiteres Wandern der 
Proteine im Gel nicht mehr möglich ist. Nach dreimaligem Waschen mit 50%igen 
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Ethanol (jeweils 20 Minuten bei RT) wurde das Gel mit 0,1g/l Natriumthiosulfat-
Pentyhydrat für 1 Minute bei RT vorbehandelt. Nach zwei kurzen Waschschritten mit 
Wasser wurde das Gel in Imprägnierlösung für 20 Minuten bei RT inkubiert, wobei 
sich Silberionen an die Proteine anlagerten. Nach zwei weiteren, kurzen 
Waschschritten mit Wasser erfolgte der Entwicklungsschritt. Hierbei wurde durch 
Zugabe von alkalischem Formaldehyd die Silberionen zu elementarem Silber 
reduziert. Dadurch kam es zu einem schwarzen Farbumschlag der Proteine. Die 
Entwicklung wurde durch Zugabe von 0,5 M EDTA gestoppt und das entwickelte Gel 
im Durchlicht fotografiert.  
Fixierlösung:   50 % Mehtanol  
    12 % Essigsäure     
    25µl/50ml Formaldehyd (37% CH2O) 
 
Imprägnierlösung:  4g/l Silbernitrat 
    35 µl/50 ml % Formaldehyd (37% CH2O) 
 
Entwicklerlösung:  60 g/l Natriumcarbonat 
4 mg/l Natriumthiosulfat-Pentyhydrat 
25 µl/50ml Formaldehyd (37% CH2O) 
2.4.9 Massenspektrometrie 
In der Biologie dient die Massenspektrometrie vor allem als Analyseverfahren zur 
Identifikation von Proteinen und deren posttranslationaler Modifikationen. Um neue 
Interaktionspartner von Shc zu finden, wurden nach einer Koimmunpräzipitation, 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschließender Silberfärbung 
interessante Banden aus dem Gel ausgeschnitten und in Eppendorf-
Reaktionsgefäßen bei -80°C gelagert. Um die Kontamination der Proben zu 
verringern, wurden alle Schritte mit sterilen Materialien, steril filtrierten Lösungen und 
unter der Sterilbank durchgeführt. Die massenspektrometische Analyse der 
Proteinbanden und Auswertung der Daten erfolgte durch Julia Wiesner 
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Albert Sickmann, Würzburg).  
2.4.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren, das zum Nachweis von exprimierten 
Proteinen in Zellkulturüberständen benutzt werden kann. Beim Sandwich-ELISA 
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werden zwei Antikörper verwendet, die spezifisch an unterschiedliche Epitope des 
nachzuweisenden Antigens binden. Der capture-Antikörper wurde zunächst an die 
Matrix einer 96-well Mikrotiterplatte gebunden, indem je 100 µl der Antikörper-Lösung 
(2 µg/ml) über Nacht in eine Vertiefung der Platte gegeben wurde. Am nächsten Tag 
folgten drei Waschschritte und eine Absättigung der Bindungsstellen durch Zugabe 
der Blockierlösung für eine Stunde bei 37°C. Nach weiteren Waschschritten erfolgte 
die Zugabe von Zellkulturüberständen (100 µl/well) und des biotinylierten detection-
Antikörpers (10 µl/well, 2 ng/ml). Als Referenzwert diente eine Verdünnungsreihe mit 
dem nachzuweisenden rekombinanten Protein. Zur Ausbildung der Immunkomplexe 
wurden die ELISA-Platten für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der 
Inkubationsphase wurden je 100 µl 0,001%iges Streptavidin-Peroxidase-Konjugat 
(Sigma, Eggenstein) in die wells pipettiert und für 45 Minuten bei RT inkubiert. Durch 
erneutes Waschen der Platte werden alle ungebundenen Bestandteile entfernt und 
100 µl Entwicklerlösung/well zugegeben, die das Substrat Tetramethylbenzidin 
(TMB) enthält.  Das Enzym HRP (horseradish peroxidase) katalysiert die 
Umwandlung von TMB, so dass es zu einem blauen Farbumschlag kommt. Die 
Intensität der Farbreaktion verhält sich proportional zum Anteil des zu 
analysierenden Proteins in der Probe. Nach 10 bis 15 Minuten wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 100 µl/well 2M Schwefelsäure gestoppt. Die Extinktion wurde bei 
492 nm in einem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen. 
Blockierungslösung:   1 % BSA in PBS 
 
Waschpuffer:    0,05 % Tween-20 in PBS 
 
Entwicklungslösung:  110 µl TMB (3,5,3’,5’-Tetramethylbenzidin; 10mg/ml  
                               in DMSO) 
11 ml 0,1M Na-Acetat-Puffer; pH 5,5 
11 µl Wasserstoffperoxidlösung (3% H2O2) 
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3. Ergebnisse 
3.1 Oncostatin M in der rheumatoiden Arthritis  
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische Gelenkentzündung, die bei 1% der 
Bevölkerung auftritt. Hervorgerufen wird sie durch fehlgesteuerte Leukozyten, die in 
das Gelenk einwandern und dort die Proliferation von Fibroblasten in der 
Synovialmembran (Pannus-Bildung) sowie die Zerstörung des Knorpels und des 
Knochens auslösen. Die molekularen Ursachen der Krankheit sind noch ungeklärt.  
Im synovialen Gewebe findet man stark erhöhte Expressionsspiegel von 
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin 1 
(IL-1), Interleukin 6 (IL-6) und Oncostatin M (OSM). Antagonisten von TNFα oder 
IL-1, wie blockierende Antikörper bzw. lösliche Rezeptoren, werden zurzeit  als 
Standardbehandlung in der RA eingesetzt. Jedoch sprechen nicht alle Patienten auf 
diese Behandlung an. Daher ist die Untersuchung der IL-6-Typ-Zytokine als mögliche 
neue Zielzytokine zur Behandlung von RA von wesentlicher Bedeutung.    
OSM ist ein interessantes Zielzytokin, weil es Vorgänge reguliert, die für die 
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis wichtig sind. Einerseits unterstützt OSM den 
Knorpel- und Knochenabbau durch verstärkte Expression von Matrixmetallo-
proteinasen und Osteoklastendifferenzierung (Tanaka und Miyajima, 2003; Hui et al., 
2005). Andererseits ist OSM ein starker Induktor von Chemokinen (Hintzen et al., 
2008b), die wiederum für die Rekrutierung der Leukozyten ins Gelenk von 
grundlegender Bedeutung sind. Eine stark erhöhte Expression des Chemokins 
CCL13 (MCP-4) wurde kürzlich in der Synovialflüssigkeit von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis nachgewiesen (Iwamoto et al., 2006). Der erste Teil der Arbeit 
untersucht eine mögliche Beteiligung von OSM bei der Expression von CCL13, 
mögliche zugrundeliegende Signaltransduktionsmechanismen sowie die 
physiologische Bedeutung der CCL13 Expression im Zusammenhang der 
rheumatoiden Arthritis. Dieses Projekt wurde gleichberechtigt in Zusammenarbeit mit 
Christoph Hintzen durchgeführt.  
 
 
Ergebnisse 43 
 
3.1.1 Oncostatin M induziert die Expression von CCL13 in synovialen    
Fibroblasten 
Um die Chemokin-Induktion durch OSM in verschiedenen primären Fibroblasten zu 
untersuchen, wurden humane dermale Fibroblasten (HDF), synoviale Fibroblasten 
(HSF) sowie Lungen- und Cervix-Fibroblasten (HLF und HCF) mit OSM stimuliert. 
Zunächst wurde die Transkription der Chemokine CCL2 (MCP-1), CCL11 (Eotaxin) 
und CCL13 (MCP-4) untersucht. Der RNase Protection Assay zeigte, dass OSM eine 
gewebespezifische Transkription von Chemokinen bewirken kann (Abbildung 9a).  
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Abbildung 9: Synoviale Fibroblasten sezernieren OSM-abhängig und zelltyp-spezifisch CCL13 
(A) HDFs, HLFs, HCFs und HSFs wurden für die angegebenen Zeiträume mit 10 ng/ml OSM 
stimuliert. Die CCL2-, CCL11- und CCL13-mRNA-Spiegel wurden mit Hilfe von RPAs bestimmt. Ein 
repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen ist abgebildet. (B) HSFs wurden mit 
10 ng/ml OSM für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Die im Zellkultur-Überstand vorhandenen 
CCL13-Mengen konnten mittels ELISA bestimmt werden. Werte ± S.E.M. (n = 4). * = p < 0,05 gegen 
den Kontrollwert. (C) HSFs wurden für drei Stunden mit ansteigenden Mengen OSM stimuliert. Die 
CCL13-Mengen wurden dann mittels ELISA im Zellkultur-Überstand nachgewiesen. Werte ± S.E.M. 
(n = 4). * = p < 0,05 gegen den Kontrollwert (von C. Hintzen zur Verfügung gestellt). 
Während die Stimulation mit OSM die Transkription von CCL2 in allen getesteten 
Fibroblasten hervorrief, war die Transkription von CCL11 und CCL13 auf jeweils eine 
Fibroblastenart beschränkt. CCL11 wurde nur in dermalen, CCL13 nur in synovialen 
Fibroblasten transkribiert.  Auch der Verlauf der Chemokin-Induktion auf mRNA-
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Ebene unterschied sich in den verschiedenen Fibroblastenarten. Die CCL2- und 
CCL11-Transkription in dermalen Fibroblasten erreichte nach einer bis zwei Stunden 
ihren Maximalwert und fiel danach ab. In den synovialen Fibroblasten stieg der 
mRNA-Spiegel von CCL2 und CCL13 bis zu 4 Stunden nach der Stimulation an und 
blieb dann konstant hoch (Abbildung 9a).    
Die auf mRNA-Ebene gezeigte OSM-abhängige Induktion des Chemokins CCL13 in 
synovialen Fibroblasten war auch auf Proteinebene nachweisbar. Im ELISA wurden 
aus Überständen synovialer Fibroblasten die CCL13-Mengen nach OSM-Stimulation 
bestimmt. Die Expression von CCL13 erreichte nach 12 Stunden ihren Maximalwert 
und ging auch 24 Stunden nach Stimulation nur leicht zurück (Abbildung 9b). Die 
CCL13-Proteinmenge im Zellkultur-Überstand stieg abhängig von der OSM-Dosis an 
(Abbildung 9c). Bereits 500 pg/ml OSM waren ausreichend, um CCL13 im Zellkultur-
Überstand nachzuweisen, die maximale Induktion war bei 5 ng/ml OSM erreicht.  
Die OSM-induzierte CCL13-Produktion war nicht nur auf RNA-Ebene, sondern auch 
auf Proteinebene ausschließlich auf synoviale Fibroblasten beschränkt.  Die Analyse 
der Zellkultur-Überstände diverser Fibroblastenarten und einer Chondrozytenzelllinie 
zeigte deutlich, dass nur die synovialen Fibroblasten zur CCL13-Produktion nach 
OSM-Stimulation fähig waren, während alle Zelltypen OSM-abhängig CCL2 
produzieren konnten (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Die OSM-induzierte Chemokinexpression in verschiedenen Fibroblastenarten  
Chondrozyten, dermale Fibroblasten, Lungenfibroblasten, Cervixfibroblasten oder synoviale 
Fibroblasten wurden für drei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert. Die im Zellkultur-Überstand 
vorhandenen CCL2- und CCL13-Mengen wurden mittels ELISA bestimmt. Werte ±S.E.M. (n = 3). 
* = p < 0,05 gegen den Kontrollwert (von C. Hintzen zur Verfügung gestellt). 
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3.1.2 Die Bedeutung von Oncostatin M im Vergleich zu anderen Zytokinen bei 
der Induktion von CCL13 
Neben OSM spielen auch andere Zytokine in der Pathogenese der RA eine wichtige 
Rolle. Daher wurden IL-6, IL-1 und TNFα auf ihre Fähigkeit zur CCL13-Induktion hin 
untersucht. Synoviale Fibroblasten wurden mit OSM, IL-6, IL-1β oder TNFα 
stimuliert. Zwei bzw. zwölf Stunden nach Stimulation wurden mittels ELISA die 
CCL13-Mengen in den Zellkultur-Überständen bestimmt (Abbildung 11a).  
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Abbildung 11: Zytokinvergleich der CCL13-Induktion in synovialen Fibroblasten   
(A) Synoviale Fibroblasten wurden für zwei und zwölf Stunden mit 10 ng/ml OSM, 200 U/ml IL-6 (in 
Kombination mit 0,5 µg/ml löslichem IL-6R), 10 ng/ml IL-1β oder 10 ng/ml TNFα stimuliert. Die im 
Zellkultur-Überstand vorhandenen Mengen an CCL13 wurden mittels ELISA bestimmt. Werte ± S.E.M 
(n = 3). * = p < 0,05 gegen den zeitspezifischen Kontrollwert. (B) HSFs wurden mit OSM allein oder in 
Kombination mit IL-6, IL-1β oder TNFα (mit den in (A) angegebenen Konzentrationen) für zwölf 
Stunden stimuliert. Die CCL13-Konzentrationen wurden im Zellkultur-Überstand mittels ELISA 
bestimmt. Werte ± S.E.M. (n = 3). * = p < 0,05 gegen den unstimulierten Kontrollwert. 
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TNFα war nicht in der Lage, die CCL13-Sekretion signifikant zu induzieren. Nach 2- 
und 12-stündiger Stimulation mit IL-6 und nach 12-stündiger Stimulation mit IL-1β 
ließ sich eine leichte Erhöhung der CCL13-Proteinmenge nachweisen. Jedoch war 
nur nach Stimulation mit OSM eine starke CCL13-Induktion messbar. Nach zwei 
Stunden wurden ca. 240 pg/ml, nach zwölf Stunden ca. 320 pg/ml CCL13 in den 
Überständen der OSM-stimulierten synovialen Fibroblasten nachgewiesen. Diese 
Ergebnisse zeigen deutlich, dass OSM als einziges der getesteten Zytokine zur 
CCL13-Expression in synovialen Fibroblasten fähig ist. IL-6, IL-1β oder TNFα waren 
nicht in der Lage, die OSM-induzierte CCL13-Expression weiter zu erhöhen 
(Abbildung 11b). 
3.1.3 OSM-induziertes CCL13 führt zur Migration von humanen monozytären 
Zellen 
Die Einwanderung von Immunzellen ins Gelenk gilt als Auslöser für die rheumatoide 
Arthritis. Leukozyten bewegen sich entlang eines Konzentrationsgradienten in 
Richtung der höchsten Chemokinkonzentration. Welchen Einfluss das OSM-
induzierte CCL13 auf die Rekrutierung von monozytären U937-Zellen hat, sollte 
mithilfe von Migrationsassays in modifizierten Boyden-Kammern geklärt werden. 
OSM allein führte nicht zu einer Migration von U937-Zellen (Abbildung 12a und b, 
Nr. 2). Auch in Überstände von synovialen Fibroblasten, die nicht mit OSM stimuliert 
waren, wanderten die U937-Zellen nicht ein (Abbildung 12a und b, Nr. 3). Die 
Migration der monozytären Zellen erhöhte sich jedoch signifikant, sobald sie in 
Überstände von OSM-stimulierten synovialen Fibroblasten einwandern konnten 
(Abbildung 12a und b, Nr. 4).   
Um zu testen, welche Faktoren in den Überständen der stimulierten HSFs für die 
Migration verantwortlich waren, wurden neutralisierende Antikörper eingesetzt. 
Neutralisierende CCL2- und CCL13-Antikörper konnten die OSM-induzierte Migration 
der U937-Zellen um je 50% reduzieren (Abbildung 12a und b, Nr. 6 und 8).    
Auch neutralisierende CCL8-Antikörper konnten die Migration der U937-Zellen um 
25% einschränken (Abbildung 12a und b, Nr. 7). Der gleichzeitige Einsatz von 
neutralisierenden Antikörpern gegen alle drei Chemokine führte zu einem additiven 
Effekt und rief die stärkste Reduktion in der Migrationsrate hervor (75%, Abbildung 
12 a und b, Nr. 9).   
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass OSM in synovialen Fibroblasten 
die Sekretion von CCL13, CCL8 und CCL2 auslöst. Für die Migration von 
monozytären Zellen sind vor allem die Chemokine CCL2 und CCL13 von Bedeutung. 
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Abbildung 12: Die OSM-induzierte Chemokinexpression führt zur Migration von U937-Zellen  
Synoviale Fibroblasten wurden für drei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert und entsprechende 
blockierende Antikörper (Ak) zugegeben. Mit Hilfe der Zellkultur-Überstände wurde das Potential der 
sezernierten Chemokine zur Rekrutierung U937-Zellen in einer modifizierten Boyden Kammer 
analysiert. (A) Lichtmikroskopische Aufnahmen der migrierten U937-Zellen. (B) Die Anzahl der 
migrierten U937-Zellen wurde mittels Neubauer-Kammer bestimmt und im Diagramm aufgetragen. 
Werte ± S.E.M. (n=3). * = p < 0,05 gegen den Kontrollwert; ₫ = p < 0,05 gegen die Antikörperkontrolle. 
3.1.4 Bioinformatische Analyse von Chemokinpromotoren 
Zur Aufklärung des Signaltransduktionswegs, der für die OSM-vermittelte CCL13-
Expression verantwortlich ist, wurden zunächst bioinformatische Analysen am 
CCL13-Promotor (Hein et al., 1999) mit dem Programm MatInspector® (Genomatix 
Software GmbH, München) durchgeführt (Cartharius et al., 2005). Das Programm 
durchsuchte die Input-Sequenz (5‘ flankierende Sequenz des Transkriptionsstarts) 
nach Konsensus-Bindestellen von über 600 experimentell verifizierten 
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Transkriptionsfaktoren. Die in silico Analyse deutete auf  eine Anhäufung von 
putativen STAT-Bindestellen im Promotor des CCL13-Gens hin. Die Software fand 
fünf allgemeine STAT-Bindestellen (TTNnGAA) und vier spezifische STAT5-
Bindestellen (TTCN3GAA). Im Gegensatz zu anderen an der RA-Pathogenese 
beteiligten Zytokinen ist OSM ein hochpotenter Aktivator von STAT5 (Hintzen et al., 
2008a), so dass eine spezifische Regulation der Transkription des  CCL13-Gens  
über diesen Transkriptionsfaktor möglich erschien.  
Um die Aussagekraft der computergestützten Analyse besser einschätzen zu 
können, wurden weitere Chemokinpromotoren auf potentielle Transkriptions-
faktorbindestellen hin untersucht. Zu ihnen zählten die Chemokine der MCP-Familie: 
CCL2 (NCBI acc. no. AJ000979), CCL8 (NCBI acc. no. Y18047) und CCL7 (NCBI 
acc. no. X95070), sowie Rantes (NCBI acc. no. S64885) und Eotaxin (NCBI acc. no. 
Z92709).   
Eotaxin ist ein bekanntes Zielgen von STAT6 (Hoeck und Woisetschlager, 2001) und 
diente als Positivkontrolle. Ebenso wurde der Promotor des Zytokins OSM (NCBI 
acc. no. NT_011520.11) als Positivkontrolle eingesetzt, denn OSM ist ein STAT5-
reguliertes Gen (Yoshimura et al., 1996).   
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Abbildung 13: Promotoranalysen verschiedener Chemokine   
Die Promotoren von CCL13, CCL2, CCL8, CCL7, Eotaxin, Rantes und OSM wurden mit Hilfe der 
MatInspector-Software (www.genomatix.de) auf potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen 
analysiert. Das Diagramm zeigt die Anzahl der gefundenen STAT-Konsensusbindestellen in den 
entsprechenden Promotoren.  
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CCL13 und CCL7 besaßen unter den getesteten Chemokinpromotoren mit jeweils 
vier  Treffern die größte Anzahl an potentiellen Bindestellen für STAT5 (Abbildung 
13). In den Promotoren von CCL2 und CCL8 fand das Programm jeweils drei 
mögliche STAT5-Bindestellen, der Rantes-Promotor enthielt keine STAT5-
Bindestellen.  
Im Eotaxin-Promotor fand die Software ausschließlich STAT6-Bindestellen. Der 
OSM-Promotor enthielt zwei STAT5-Bindestellen mehr als der CCL13-Promotor und 
zusätzlich zwei allgemeine STAT-Binderegionen (Abbildung 13).   
Die Positivkontrollen spiegelten also das erwartete Ergebnis wider, so dass eine 
Beteiligung von STAT5 an der Regulation des CCL13-Gens wahrscheinlich war. 
Der Transkriptionsfaktor STAT5 bindet als Dimer an distale und proximale 
Promotorbereiche. Die Dimere sind in der Lage über einige Basenpaare hinweg 
Tetramere auszubilden, wobei sich ein Abstand von 6 oder 11 Basenpaaren 
zwischen den Dimeren als besonders günstig erwiesen hat (Soldaini et al., 2000). Im 
CCL13-Promotor wurden vier STAT5-Bindestellen gefunden, so dass sich 
theoretisch ein Tetramer aus zwei Dimeren ausbilden könnte. Die beiden Dimere 
wären dann 280 Basenpaare voneinander entfernt, was laut Soldaini et al. (2000) 
eine zu große Distanz wäre. Jedoch ist der Abstand zwischen den Dimeren im 
STAT5-regulierten OSM-Promotor mit 719, 103 und 88 Basenpaaren ebenfalls viel 
größer als der präferierte Abstand. Die Regulation des CCL13-Gens durch STAT5 
war also aufgrund der bioinformatischen Analyse wahrscheinlich, musste aber in 
Experimenten verifiziert werden.  
3.1.5 Die OSM-Stimulation führt in synovialen Fibroblasten zu einer 
verlängerten STAT5-Phosphorylierung 
Zur Überprüfung der theoretischen Vorhersage wurde der Phosphorylierungsstatus 
von STAT5 in synovialen Fibroblasten untersucht.  Eine Zeitkinetik (Abbildung 14a) 
zeigte, dass OSM in HSFs zu einer Tyrosinphosphorylierung von STAT5 führte, die 
bereits nach 30 Minuten detektierbar war und bis zu acht Stunden nach Stimulation 
anhielt. Auch andere Fibroblasten und Chondrozyten waren nach OSM-Stimulation 
zur Aktivierung von STAT5 fähig (Abbildung 14b). Jedoch wurde die STAT5-
Aktivierung nur in HSFs über einen längeren Zeitraum hinweg aufrecht erhalten. In 
Chondrozyten, dermalen Fibroblasten, Cervix- oder Lungenfibroblasten hingegen 
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war die STAT5-Phosphorylierung transient und nach drei Stunden nicht mehr 
sichtbar.   
Da nur OSM, nicht aber andere Schlüsselmoleküle der RA zur CCL13-Induktion in 
HSFs führten, wurde das Phosphorylierungsmuster von OSM, IL-6, IL-1β und TNFα 
in Bezug auf wichtige Signaltransduktionswege miteinander verglichen (Abbildung 
14c). 
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Abbildung 14: Ein Vergleich der Signaltransduktion verschiedener Zytokine weist auf eine  
entscheidende Rolle von STAT5 in der OSM-induzierten CCL13-Expression hin 
(A) Synoviale Fibroblasten wurden mit 10 ng/ml OSM für die angegebenen Zeiten stimuliert und 
anschließend lysiert. Phosphoryliertes STAT5 wurde mit spezifischen Antikörpern über einen Western 
Blot aus Lysaten nachgewiesen. Die Membran wurde gestrippt und die Gesamtmenge an STAT5 
wurde mit entsprechenden Antikörpern nachgewiesen. (B) HSFs, HCFs, HLFs, HDFs und 
Chondrozyten wurden für 30 Minuten oder drei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert. Äquivalente 
Lysatmengen wurden wie in (A) beschrieben analysiert. (C) HSFs wurden für 30 Minuten oder drei 
Stunden mit 10 ng/ml OSM, 200U/ml IL-6 (in Kombination mit 0,5μg/ml löslichem IL-6R), 10ng/ml 
IL-1β oder 10ng/ml TNFα stimuliert. Lysate wurden über Western Blots aufgearbeitet und die 
entsprechenden Proteine mit spezifischen Antikörpern detektiert. Gezeigt ist jeweils ein 
repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen (Abbildungen (A) und (B) sowie die IκB-
Färbung in Abbildung (C) von C. Hintzen zur Verfügung gestellt).  
Wie erwartet wurde STAT1 am stärksten durch OSM aktiviert, aber auch IL-6 war zu 
einer geringen Tyrosinphosphorylierung von STAT1 fähig. STAT3 wurde durch OSM 
und IL-6 aktiviert. Im Gegensatz zu IL-6 und TNFα waren OSM und IL-1β zu einer 
Phosphorylierung von ERK1/2 und p38 in der Lage. Die Degradation von IκB wurde 
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durch IL-1β und TNFα ausgelöst. Auffällig war jedoch, dass die 
Tyrosinphosphorylierung von STAT5 ausschließlich durch Stimulation mit OSM 
hervorgerufen werden konnte. Keines der anderen getesteten Zytokine bewirkte die 
Aktivierung von STAT5.   
Diese Ergebnisse unterstützten die in silico Analyse und deuteten darauf hin, dass 
STAT5 in synovialen Fibroblasten eine wichtige Rolle in der OSM-vermittelten 
CCL13-Expression übernimmt. 
3.1.6 Die Inhibition von STAT5 und p38 reduziert die OSM-induzierte CCL13-
Expression 
Um den Einfluss der STAT5-Aktivierung auf die OSM-induzierte CCL13-Expression 
zu zeigen, wurde der Inhibitor AG490 eingesetzt. Von allen Januskinasen hemmt 
AG490 spezifisch JAK2, die wiederum für die Phosphorylierung von STAT5 
notwendig ist. HSFs wurden in Ab- oder Anwesenheit des Inhibitors mit OSM 
stimuliert und die sezernierte Menge an CCL13 im Zellkultur-Überstand zwei 
Stunden nach OSM-Behandlung bestimmt.  
 
- OSM OSM
+ AG490
OSM
+ SB202190
OSM
+  U0126
OSM
+  BIM
-50
0
50
100
150
200
250
300
350
400
450
unst. 2h OSM 2h SM +
AG490
2h SM +
SB202
2h  +
U0126
2h M +
BIM
p
g
/m
l 
C
C
L
1
3
p
g
/m
l 
C
C
L
1
3
*
₫ ₫
₫
₫
400
350
300
250
200
150
100
50
0
450
 
Abbildung 15: Die Inhibition von JAK2 oder p38 reduziert die OSM-induzierte CCL13-Induktion  
Synoviale Fibroblasten wurden für 30 Minuten mit 10 μM AG490, 10 μM SB202190, 10 μM U0126 
oder 500 nM BIM präinkubiert und anschließend für zwei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert. Die 
Zellkultur-Überstände wurden im ELISA auf sezernierte CCL13-Mengen hin untersucht. Werte 
± S.E.M. (n=3). * = p<0,05 gegen den Kontrollwert; ₫ = p < 0,05 gegen den OSM-stimulierten Wert. 
Im Zellkultur-Überstand von OSM-stimulierten HSFs waren ca. 380 pg/ml CCL13 
meßbar (Abbildung 15, Säule 2). Durch Vorbehandlung der Zellen mit AG490 ließ 
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sich die CCL13-Menge in den Zellkultur-Überständen OSM-stimulierter HSFs 
statistisch signifikant auf 150 pg/ml reduzieren (Abbildung 15, vergleiche Säule 2  
und 3). Überraschenderweise führte auch die Präinkubation mit dem p38-
spezifischen Inhibitor SB202190 zu einer ähnlich starken Reduktion (Abbildung 15, 
Säule 4). Andere Inhibitoren wie U0126 (MEK1-Inhibtior) oder BIM (PKC-Inhibitor) 
zeigten einen nur leichten reduzierenden Einfluss auf die CCL13-Menge in den 
Zellkultur-Überständen von OSM-stimulierten HSFs, der aber immer noch statistisch 
signifikant war (Abbildung 15, Säule 5 und 6). Sowohl STAT5 als auch p38 waren 
also hauptsächlich für die OSM-vermittele CCL13-Induktion von Bedeutung.  
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Abbildung 16: Der spezifische knock-down von STAT5 reduziert die OSM-vermittelte CCL13- 
Expression 
(A) Synoviale Fibroblasten wurden mit STAT5-siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion 
wurden die Zellen für drei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert und lysiert. Um die Effizienz des 
knock-downs zu bestimmen, wurde aktiviertes STAT5 mit einem phosphospezifischen STAT5-
Antikörper aus den Zelllysaten nachgewiesen und als Ladungskontrolle der Blot gegen die 
Gesamtmenge an STAT3 angefärbt. Die (B) CCL13- oder (C) CCL2-Konzentrationen im Zellkultur-
Überstand wurden mit Hilfe eines ELISAs bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei 
unabhängigen Versuchen.  
Um die direkte Beteiligung von STAT5 am Signaltransduktionsweg nachzuweisen,  
wurde die STAT5-Aktivität durch small interfering RNA (siRNA) in HSFs 
herunterreguliert (Abbildung 16a). Nach Stimulation mit OSM ließ sich in den 
Überständen dieser Zellen deutlich weniger sezerniertes CCL13 nachweisen als in 
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Überständen von Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA behandelt worden waren  
(Abbildung 16b). Die OSM-vermittelte Induktion von CCL2 hingegen blieb durch den 
STAT5 knock-down unbeeinflusst (Abbildung 16c). Die Menge der CCL13-
Sezernierung ist also abhängig von STAT5. 
3.1.7 Die Hemmung von STAT5 reduziert die OSM-induzierte Migration von 
U937-Zellen 
Die durch OSM ausgelöste CCL13-Expression in synovialen Fibroblasten wurde – 
zumindest teilweise – durch die Aktivierung von STAT5 reguliert. Ob dieser 
molekulare Mechanismus auch physiologische Auswirkungen auf die Rekrutierung 
von monozytären Zellen hat, sollte abschließend mit Hilfe eines Migrationsassays 
geklärt werden. Hierzu wurde wiederum die Aktivierung von STAT5 in HSFs durch 
den Einsatz von siRNA gehemmt. Nach OSM-Stimulation wanderten ca. 20 % aller 
ins obere Reservoir der Boyden Kammer eingesetzten U937-Zellen in Überstände 
von untransfizierten und mit Kontroll-siRNA transfizierten HSFs ein (Abbildung 17a 
und b, Nr. 2 und 4). Diese Migrationsrate konnte durch den Einsatz der STAT5-
siRNA signifikant reduziert werden (Abbildung 17a und b, Nr. 6). 
 
Abbildung 17: Der spezifische knock-down von STAT5 reduziert die OSM-induzierte Migration  
von U937-Zellen 
Synoviales Fibroblasten wurden mit STAT5-siRNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden 
die Zellen für drei Stunden mit 10 ng/ml OSM stimuliert. Die Zellkultur-Überstände wurden zur 
Rekrutierung von U937-Zellen in eine modifizierte Boyden Kammer gegeben und analysiert.  
(A) Lichtmikroskopische Aufnahmen der migrierten U937-Zellen. (B) Die Anzahl der migrierten U937-
Zellen wurde mittels Neubauer-Kammer bestimmt und im Diagramm aufgetragen. Werte ± S.E.M. 
(n=3). * = p < 0,05 gegen den Kontrollwert; ₫ = p < 0,05 gegen die stimulierte siRNA-Kontrolle. 
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3.2 OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen 
IL-6-Typ-Zytokine sind in der Lage die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 zu aktivieren. 
Als einziges Zytokin seiner Familie führt Oncostatin M in einer Vielzahl von Zelltypen 
neben einer Phosphorylierung der ERKs zusätzlich zu einer Phosphorylierung der 
Stress-aktivierten Kinasen (SAPK) p38 und JNK. Der zugrundeliegende 
Mechanismus ist im Detail noch unverstanden. Einige Vorarbeiten zeigen, dass zur 
Phosphorylierung der SAPKs der heterodimere Typ II-Rezeptorkomplex bestehend 
aus gp130 und dem OSM-R nötig ist. Die Rekrutierung des Adapterproteins Shc an 
das phosphorylierte Tyrosinmotiv Y861 im OSM-R gilt als Auslöser für die ERK- und 
SAPK-Aktivierung nach OSM-Stimulation (Hermanns et al., 2000; Böing et al., 2006). 
  
Da der Adapter Shc eine zentrale Rolle in der OSM-vermittelten MAPK-
Phosphorylierung spielt, sollte im zweiten Teil der Arbeit seine Rolle in 
verschiedenen Zelltypen und Organismen mit Hilfe von siRNA-Technologie und Shc-
defizienten Zellen genauer untersucht werden.   
3.2.1 Das Adaptermolekül Shc ist essentiell für die OSM-vermittelte 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen in Hepatomzellen 
Die Funktion des Adapterproteins Shc für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der 
MAP-Kinasen wurde zunächst in der HepG2 Hepatom-Zelllinie untersucht. Durch 
den Einsatz von siRNA konnte die Proteinexpression von Shc unterdrückt werden 
(Abbildung 18a, unterster Blot). Dieser knock-down hatte deutliche Auswirkungen auf 
den Phosphorylierungsstatus der beiden Stress-aktivierten Kinasen p38 und JNK, 
wie die Dosisreihe zeigte (Abbildung 18a). Die Unterdrückung von Shc führte bei 
allen Stimulationsdosen zu einem deutlichen Rückgang in der Phosphorylierung von 
p38 und JNK. Densitometrische Auswertungen von drei unabhängigen Versuchen 
bestätigten eine statistisch signifikante Reduktion der p38-Phosphorylierung in Shc-
siRNA behandelten Zellen im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle sowie zur 
Kontroll-siRNA transfizierten Kontrolle nach Stimulation der Zellen mit 2,5 und 
10 ng/ml OSM (Abbildung 18c).  
Die Aktivität der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 wurde durch den Ausfall von Shc 
weniger stark beeinflusst (Abbildung 18a). Interessanterweise zeigte sich dennoch 
bei niedrigen Konzentrationen von OSM (2,5 ng/ml) eine statistisch signifikante 
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Reduzierung der ERK-Phosphorylierung (Abbildung 18b). Diese Ergebnisse 
bestätigten, dass das Adaptermolekül Shc in Hepatomzellen für die OSM-induzierte 
Phosphorylierung aller drei MAPKs ERK, JNK und p38 von Bedeutung ist. 
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Abbildung 18: Shc ist für die MAPK-Phosphorylierung in HepG2-Zellen von Bedeutung   
(A) HepG2-Zellen wurden, wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, mit Shc-siRNA 
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 15 Minuten mit den angegebenen 
Mengen OSM stimuliert. Gleiche Proteinmengen der angefertigten Lysate wurden mittels Western Blot 
und anschließender Immundetektion mit den entsprechenden Antikörpern aufgearbeitet. Gezeigt ist 
ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Versuchen. (B), (C) und (D) Die Western Blot-
Ergebnisse wurden mit der Software MULTIGAUGE quantifiziert. Die erhaltenen Werte für die 
Phospho-Färbungen wurden gegen die entsprechende Gesamtproteinmenge normalisiert. Werte ± 
S.E.M. (n = 3). * = p < 0,05 gegen die unstimulierte Kontrolle;  ₫ = p < 0,05 gegen die untransfizierte 
Probe; # = p < 0,05 gegen die siRNA-Kontrolle. 
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3.2.2 Der Adapter Shc sensibilisiert Fibroblasten für die MAPK-
Phosphorylierung nach OSM-Stimulation 
Die Ergebnisse aus den Hepatomzellen sollten in anderen Zelltypen und Organismen 
überprüft werden. Es wurden Fibroblasten ausgewählt, da diese Zellen große 
Mengen des OSM-R-Komplexes auf ihrer Zelloberfläche tragen und sich bereits in 
vorangegangenen Versuchen (siehe Kapitel 3.1.) als ausgezeichnete Zielzellen einer 
OSM-Stimulation erwiesen haben. Daher wurde die Shc-Expression mittels siRNA in 
primären humanen dermalen Fibroblasten (HDF) unterdrückt (Abbildung 19a, unterer 
Blot).   
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Abbildung 19: Dermale Fibroblasten benötigen Shc zur OSM-vermittelten Phosphorylierung  
der Stress-aktivierten MAPK p38 
(A) HDFs wurden mit Shc-siRNA transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 
15 Minuten mit den angegebenen Mengen OSM stimuliert. Lysate wurden hergestellt und über ein 
SDS-Gel aufgetrennt. Anschließend erfolgte ein Western Blot und eine Immundetektion mit 
Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpern gegen STAT1, ERK1/2, p38 und JNK. Die Membranen 
wurden gestrippt und gegen Tubulin und Shc gefärbt. Ein repräsentatives Ergebnis aus drei 
unabhängigen Versuchen ist abgebildet. (B), (C) und (D) Die Western Blot-Ergebnisse wurden mit der 
Software MULTIGAUGE quantifiziert. Die erhaltenen Werte für die Phospho-Färbungen wurden gegen 
Tubulin normalisiert. Werte ± S.E.M. (n = 3). * = p < 0,05 gegen die unstimulierte Kontrolle; 
₫ = p < 0,05 gegen die untransfizierte Probe.  
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Im Gegensatz zu den HepG2-Zellen ließ sich die ERK-Phosphorylierung in den 
HDFs durch die Abwesenheit von Shc unabhängig von der verwendeten OSM-
Konzentration nicht reduzieren (Abbildung 19a und b). Die Unterdrückung der Shc-
Expression zeigte ebenfalls keine Auswirkung auf die STAT1- und STAT3-
Phosphorylierung nach OSM-Stimulation (Abbildung 19a, oberer Blot und Daten 
nicht gezeigt).   
Die Analyse der Stress-aktivierten MAP-Kinasen verdeutlichte jedoch eine statistisch 
signifikante Reduktion der OSM-vermittelten p38 Phosphorylierung nach Shc-siRNA 
knock-down bei OSM-Konzentrationen von 2,5 und 10 ng/ml. Im Gegensatz dazu 
war zwar auch bei der JNK-Phosphorylierung eine Reduktion zu beobachten, die 
sich aber nicht als statistisch signifikant erwies (Abbildung 19a, c und d).   
Im Vergleich zu den HepG2-Zellen schien der Adapter Shc in primären humanen 
Fibroblasten eine selektive Rolle in der OSM-vermittelten MAPK-Phosphorylierung 
zu spielen. Zwar wurde die p38-Phosphorylierung durch den Wegfall von Shc 
signifikant reduziert, jedoch hatte die Abwesenheit von Shc keine bzw. kaum 
Auswirkungen auf die ERK- bzw. JNK-Phosphorylierung.  
Der in humanen Fibroblasten erhobene Befund bestätigte sich in murinen 
embryonalen Fibroblasten (MEF). Shc-defiziente MEFs wiesen im Vergleich zu 
Wildtyp-MEFs eine statistisch signifikante reduzierte Phosphorylierung der Stress-
aktivierten MAP-Kinasen p38 und JNK auf (Abbildung 20a, c und d). Der Ausfall von 
Shc machte sich in der p38-Phosphorylierung bei 2,5 und 5 ng/ml mOSM (Abbildung 
20c), in der JNK-Phosphorylierung bei 5 ng/ml mOSM statistisch bemerkbar 
(Abbildung 20d). Wie schon zuvor für die humanen Fibroblasten beobachtet hatte der 
Verlust von Shc auch in murinen Fibroblasten nur einen geringen Einfluss auf die 
ERK- Phosphorylierung. Statistisch signifikante Reduktionen erhielt man im Fall der 
ERK-Phosphorylierung nur bei 0,25 ng/ml OSM (Abbildung 20b).   
Übereinstimmend mit den humanen Fibroblasten wirkte sich der Ausfall von Shc 
auch in murinen Zellen nicht auf die STAT-Phosphorylierung nach OSM-Stimulation 
aus (Abbildung 20a, oberer Blot).   
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Shc-Adapterprotein in 
murinen und humanen Fibroblasten für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der 
Stress-aktivierten MAPK von großer Bedeutung ist.  
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Abbildung 20: Signifikante Reduktion der OSM-vermittelten Phosphorylierung der Stress- 
aktivierten MAPK p38 und JNK in Shc-defizienten murinen embryonalen  
Fibroblasten 
(A) Wildtyp-MEFs (wt) und Shc-defiziente MEFs (ShcA-/-) wurden für 15 Minuten mit den 
angegebenen Mengen murinen OSMs stimuliert. Die Lysate wurden im SDS-Gel aufgetrennt und 
mittels Western Blot auf eine Membran übertragen. In der Immundetektion erfolgte der Nachweis der 
entsprechenden Proteine mittels spezifischer Antikörper. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus 
drei unabhängigen Versuchen. (B), (C) und (D) Die Quantifizierung der Western Blot-Ergebnisse 
erfolgte mit der Software MULTIGAUGE. Die Werte für die Phospho-Färbungen wurden gegen die 
entsprechende Gesamtproteinmenge normalisiert. Werte ± S.E.M. (n = 3). * = p < 0,05 gegen die 
unstimulierte Kontrolle; ₫ = p < 0,05 gegen den Wildtyp.  
3.2.3 Hohe Stimulationsdosen mit OSM führen zu einer Shc-unabhängigen 
MAPK-Phosphorylierung in Fibroblasten 
Bei Stimulation mit hohen Zytokinmengen (20 ng/ml mOSM) ließen sich keine 
Unterschiede im Phosphorylierungsmuster von STAT3, ERK, p38 oder JNK 
zwischen Wildtyp- und Shc-defizienten MEF-Zellen feststellen (Abbildung 21). Die 
Aktivität der MAP-Kinasen erreichte in Wildtyp und Shc-defizienten Zellen 15 Minuten 
nach Stimulation ihr Maximum, fiel danach wieder ab und entsprach nach 60 Minuten 
den unstimulierten Werten. Die STAT3-Phosphorylierung erreichte ihren 
Maximalwert nach 15 Minuten und fiel danach nur leicht ab.  
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Abbildung 21: Bei hohen Stimulationsdosen erfolgt die MAPK-Phosphorylierung Shc- 
unabhängig 
Wildtyp-MEFs (wt) und Shc-defiziente MEFs (ShcA-/-) wurden mit 20 ng/ml murinem OSM stimuliert 
und nach den angegebenen Zeiträumen lysiert. Gleiche Proteinmengen wurden im SDS-Gel 
aufgetrennt und im Western Blot auf eine PVDF-Membran übertragen. Mittels Immundetektion erfolgte 
der Nachweis der Proteine mit spezifischen Antikörpern. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus 
drei unabhängigen Experimenten.  
Zusammenfassend zeigen die Studien in verschiedenen Zelltypen und Organismen, 
dass der Adapter Shc bei moderaten OSM-Konzentrationen in verschiedenen 
Zelltypen von großer Bedeutung für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der 
Stress-aktivierten MAP-Kinasen ist. Zudem konnte in HepG2 Hepatomzellen ein 
wesentlicher Beitrag von Shc auch zur Phosphorylierung von ERK beobachtet 
werden, während dieser Signalweg durch die Abwesenheit von Shc in Fibroblasten 
nicht signifikant beeinflusst wurde. Weiterhin war die Phosphorylierung der drei MAP-
Kinasen ERK, p38 und JNK in murinen Fibroblasten bei hohen OSM-
Konzentrationen durch einen Shc-unabhängigen Signalweg möglich. Andere 
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Signalwege wie der STAT-Signaltransduktionsweg wurden durch den Ausfall von 
Shc nicht gestört.  
3.3 Identifikation neuer Interaktionspartner des Adapters Shc 
nach OSM-Stimulation 
Für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen ist das Adapterprotein 
Shc von großer Bedeutung. Welche Proteine für die Signalweiterleitung nach der 
Bindung von Shc an den OSM-Rezeptor verantwortlich sind, ist nicht bekannt. Zur 
Identifikation solcher Proteine wurden Immunpräzipitationen von Shc mit 
anschließender massenspektrometrischer Analyse durchgeführt. 
3.3.1 Shc interagiert mit unbekannten, hochmolekularen tyrosin-
phosphorylierten Proteinen 
Als Ausgangspunkt für die massenspektrometrischen Messungen wurde zunächst 
eine Immunpräzipitation des Adapters Shc in HepG2 Hepatomzellen durchgeführt 
(Abbildung 22a). Sie zeigte, dass die Stimulation mit OSM zur Phosphorylierung der 
p52-kDa und p66-kDa-Isoformen von Shc führte, wie auch schon in Hermanns et al. 
(2000) beschrieben. Wahrscheinlich wurde auch die p46-Isoform von Shc durch 
OSM tyrosinphosphoryliert, was sich aber durch die Komigration mit der schweren 
Kette des präzipitierenden Antikörpers auf einer Höhe von ca. 50 kDa nicht 
nachweisen ließ. Gleichzeitig koimmunpräzipitierten zwei hochmolekulare 
tyrosinphosphorylierte Proteine mit Molekulargewichten zwischen 150 und 250 kDa 
mit phosphoryliertem Shc (Abbildung 22a,  ?). Diese Proteine konnten bisher noch 
nicht identifiziert werden.   
Nach der Immunpräzipitation wurde daher eine Silberfärbung des SDS-Gels 
durchgeführt (Abbildung 22b). Unterschiede im Proteinmuster zwischen der stimu-
lierten und unstimulierten Probe sind in Abbildung 22b mit 1 bis 5 markiert. Die 
Banden wurden ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse einge-
reicht. Bande 1 wurde als CSDE1 (cold shock domain-containing protein E1, Swiss-
Prot-ID: O75534) identifiziert. Die Identität der zweiten Bande war nicht eindeutig. Es 
konnte sich entweder ebenfalls um CSDE1 oder um die Phosphatase SHIP 
(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate5-phosphatase, Swiss-Prot-ID: Q92835) 
handeln. Die dritte Bande wurde als Myosin-Ic (Swiss-Prot-ID: O00159) identifiziert. 
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Die beiden Banden 4 und 5 wurden als ShcA (SHC-transforming protein 1, Swiss-
Prot-ID: P29353) erkannt.   
Die Massenspektrometrie (MS) war also in der Lage, das präzipitierte Shc in der 
stimulierten und in der unstimulierten Probe richtig zu erkennen. Shc läuft im 
stimulierten Fall im SDS-Gel vermutlich etwas höher, da es phosphoryliert wurde.  
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Abbildung 22: Shc kopräzipitiert mit hochmolekularen unbekannten Proteinen   
(A) HepG2-Zellen wurden für 15 Minuten mit 20 ng/ml OSM stimuliert. Anschließend wurden die 
Zellen lysiert und eine Immunpräzipitation (IP) mit einem Antikörper gegen Shc durchgeführt. Nach 
der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet und in 
den Western Blots (WB) mit Antikörpern gegen tyrosinphosphorylierte Proteine (pY) oder Shc 
detektiert. Zu sehen ist ein repräsenativer Western Blot aus 12 unabhängigen Versuchen. (B) HepG2-
Zellen wurden wie in (A) beschrieben unter sterilen Bedingungen einer IP gegen Shc unterzogen. Der 
gelelektrophoretischen Auftrennung folgte eine Silberfärbung. Die mit 1 bis 5 markierten Banden 
wurden ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse eingesandt. M: Marker, PSA: 
Protein A Sepharose. 
Da CSDE1 ein Molekulargewicht von ca. 88 kDa besitzt, die Banden 1 und 2 aber 
auf einer Höhe von ca. 150 kDa liefen, wurde dieses Ergebnis als unwahrscheinlich 
angesehen.   
Interessanter war die zweite Möglichkeit für Bande 2, SHIP. SHIP ist ein Protein mit 
einer molaren Masse von 145 kDa, das ausschließlich in Zellen hämatopoetischen 
Ursprungs vorkommt. In der Immunpräzipitation wurden jedoch Leberzellen 
eingesetzt. SHIP2, ein naher Verwandter von SHIP mit einer Homologie von ca. 
43%, wird aber ubiquitär exprimiert und ist auch in HepG2-Zellen zu finden 
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(Vinciguerra et al., 2008). Die Interaktion zwischen Shc und SHIP nach Stimulation 
mit verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren wurde bereits nachgewiesen 
(Rohrschneider et al., 2000). Eine Interaktion der beiden Proteine nach OSM-
Stimulation war also wahrscheinlich. Myosin-Ic ist ein Aktin-bindendes Protein. 
Wechselwirkungen zwischen Shc und dem Aktinzytoskelett oder Aktin-bindenden 
Proteinen wie Caldesmon wurden in der Literatur bereits beschrieben (Thomas et al., 
1995; Wang et al., 1999). Myosin kommt in der Zelle allerdings in sehr hohen 
Mengen vor, so dass es sich bei diesem Befund auch um ein Artefakt handeln 
konnte. Die Verifikation der MS-Daten wird in Kapitel 3.3.4 näher beschrieben.  
3.3.2 Grb2 interagiert mit unbekannten hochmolekularen tyrosin-
phosphorylierten Proteinen 
Die Bindung des Adapters Shc an aktivierte Rezeptoren löst die MAPK-Kaskade 
meist über den Grb2/SOS/Ras-Komplex aus. Eine Beteiligung dieses Komplexes 
wurde auch im Fall des OSM-Rs als wahrscheinlich angesehen. Um die Interaktion 
zwischen Shc und Grb2 zu zeigen, wurde eine Immunpräzipiation gegen Grb2 in 
HepG2-Zellen durchgeführt. Nach OSM-Stimulation kam es zur Interaktion von Grb2 
mit fünf tyrosinphosphorylierten Proteinen (Abbildung 23, oberer Blot). Bei dem 
Protein mit ca. 75 kDa Molekulargewicht handelte es sich um die Shc-Isoform p66, 
wie die Shc-Gegenfärbung zeigte (Abbildung 23, unterer Blot). Es war anzunehmen, 
dass Grb2 auch mit den Shc-Isoformen p46 und p52 interagiert. Diese beiden 
Isoformen konnten in der Immunpräzipitation jedoch nicht detektiert werden, was 
vermutlich auf ihre Komigration mit der schweren Kette des präzipitierenden 
Antikörpers zurückzuführen ist.   
Desweiteren banden drei unbekannte, hochmolekulare tyrosinphosphorylierte 
Proteine an Grb2 nach Stimulation mit OSM (Abbildung 23, oberer Blot). Die beiden 
oberen Banden (  ?) wiesen Molekulargewichte zwischen 150 und 250 kDa auf. Es 
könnte sich daher um die gleichen Proteine handeln, die mit Shc interagieren 
(vergleiche Abbildung 22a, oberer Blot). Das dritte Protein mit einem 
Molekulargewicht von ca. 100 kDa interagierte dagegen nur mit Grb2 und wurde 
unter allen kopräzipitierten Proteinen am stärksten tyrosinphosphoryliert. Die Identität 
der drei hochmolekularen Proteine konnte bisher nicht geklärt werden.  
Ergebnisse 63 
 
25
250
75
50
100
37
150
kDa
25
75
50
IP
: 
α
-G
rb
2
IP
: 
P
S
A
-K
o
n
tr
o
ll
e
WB: pY
?
?
p-p66-Shc
p-p52-Shc?
IgGschwere Kette
?
WB: Grb2
WB: Shc
p66-Shc
0 15 min OSM15  
Abbildung 23: Grb2 kopräzipitiert mit hochmolekularen unbekannten Proteinen   
HepG2-Zellen wurden für die angegebenen Zeiten mit 20 ng/ml OSM stimuliert. Anschließend wurden 
die Zellen lysiert und eine Immunpräzipitation (IP) mit einem Antikörper gegen Grb2 durchgeführt. 
Nach der Auftrennung im SDS-Gel wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet und mit 
Antikörpern gegen tyrosinphosphorylierte Proteine (pY), Grb2 oder Shc detektiert. Gezeigt ist ein 
repräsentativer Versuch aus drei unabhängigen Experimenten. PSA: Protein A Sepharose. 
3.3.3 Die Interaktion von Shc mit den unbekannten tyrosinphosphorylierten 
Proteinen ist unabhängig von der Shc-Phosphorylierung 
Wie in den Kapiteln 3.2.2 und 3.2.3 gezeigt wurde, war das Adapterprotein Shc in 
humanen und murinen Fibroblasten zur Phosphorylierung der Stress-aktivierten 
Kinasen nach OSM-Stimulation bei moderaten Zytokinmengen notwendig. Bei hohen 
Zytokinkonzentrationen (20 ng/ml mOSM) zeigten Shc-defiziente MEFs eine gleich 
starke MAPK-Phosphorylierung wie die MEF-Wildtypzellen (Abbildung 21). Dies 
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deutete darauf hin, dass alternative Moleküle die OSM-vermittelte Phosphorylierung 
übernehmen konnten. Es galt nun zu klären, wie die Phosphorylierung der MAP-
Kinasen ohne Shc zustande kam. Eine Möglichkeit war, dass das alternative Protein 
mit Shc um die gleiche Bindungsstelle im OSM-R konkurriert, aber mit geringerer 
Affinität als Shc an das Phosphotyrosinmotiv Y861 im OSM-R bindet. Zur 
Überprüfung dieser Hypothese wurden Shc-defiziente MEF-Zellen mit den murinen 
Shc-Isoformen p46 und p52 rekonstituiert und stabile Zellen erzeugt. Für spätere 
Aufreinigungen wurden Shc-Konstrukte genutzt, die  am C-Terminus mit einem 
c-myc-tag versehen waren. Neben Wildtyp-Shc wurde eine Mutante genutzt, in der 
die drei für die Signalweiterleitung notwendigen Tyrosine von Shc (Y239, Y240 und 
Y313) gegen Phenylalanin ausgetauscht waren. Diese 3F-Mutante konnte mit 
gleicher Affinität wie der Wildtyp über ihre PTB-Domäne an den OSM-R binden, aber 
aufgrund der fehlenden eigenen Tyrosinphosphorylierung nicht mehr mit Grb2 
interagieren. Wäre Shc nun also in der Lage, das alternative Protein aufgrund seiner 
stärkeren Affinität zur Rezeptorbindestelle zu verdrängen, so sollte die 3F-Mutante 
einen dominant-negativen Effekt auf die OSM-vermittelte MAPK-Phosphorylierung 
haben.   
Eine Immunpräzipitation gegen Shc zeigte, dass die 3F-Mutante im Gegensatz zum 
Wildtyp tatsächlich nicht mehr tyrosinphosphoryliert wurde (Abbildung 24, zweiter 
Blot von oben). Wie schon im humanen System gesehen (Kapitel 3.3.2) erfolgte nach 
OSM-Stimulation die Bindung des Shc-Wildtyps an Grb2 (Abbildung 24, unterer 
Blot). Somit bestätigte sich auch im murinen System, dass Shc nach OSM-
Stimulation mit Grb2 interagiert. Die Shc/Grb2-Interaktion ging jedoch im Fall der 3F-
Mutante verloren (Abbildung 24, unterer Blot). Hinsichtlich der OSM-vermittelten 
MAPK-Phosphorylierung zeigte die 3F-Mutante allerdings keinerlei dominant-
negativen Effekt im Vergleich zum Wildtyp (Daten nicht gezeigt), was gegen die 
Verdrängungs-Hypothese des unbekannten Konkurrenten durch Shc sprach.     
Wie auch schon in humanen Zellen beobachtet, kopräzipitierte Shc mit einem 
hochmolekularen unbekannten tyrosinphosphorylierten Protein nach Stimulation mit 
OSM in MEF-Wildtypzellen (Abbildung 24, oberer Blot,  ?). Überraschenderweise 
kopräzipitierte auch die 3F-Mutante mit dem gleichen Protein, obwohl zum einen Shc 
selbst nicht mehr tyrosinphosphoryliert wurde und zum anderen die Grb2-Bindung 
verloren ging (Abbildung 24, unterer Blot). 
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Abbildung 24: Die Interaktion von Shc mit hochmolekularen Proteinen ist unabhängig vom  
Phosphorylierungsstatus von Shc  
Shc-defiziente MEF-Zellen wurden stabil mit dem pBabe-Kontrollvektor (mock), den Wildtyp-Isoformen 
p46- und p52-Shc mit C-terminalem c-myc-tag (wt-myc) oder einer Mutante (3F-myc) transfiziert, bei 
der die drei Tyrosine Y239, Y240 und Y313 gegen Phenylalanin ausgetauscht worden waren. Die 
Zellen wurden für 15 Minuten mit 20 ng/ml murinem OSM stimuliert und die Lysate einer 
Immunpräzipitation (IP) gegen Shc unterzogen. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und 
Western Blot (WB) wurden die Proteine auf der Membran mit Antikörpern gegen 
tyrosinphosphorylierte Proteine (pY), Shc oder Grb2 nachgewiesen. Ein Aliquot der Lysate wurde vor 
der IP abgenommen und als gesamtes Zelllysat (TCL) aufgetragen. *: unbekannte Proteine; #: tyrosin-
phosphoryliertes Shc (Isoform p52); PSA: Protein A Sephaorse. 
Während die Phosphorylierung von Shc für die Interaktion mit Grb2 unbedingt 
notwendig war, schien sie für die Interaktion von Shc mit dem unbekannten Protein 
vernachlässigbar zu sein. Gleichzeitig war die Interaktion aber abhängig von der 
Stimulation mit OSM. 
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3.3.4 Shc interagiert mit SHIP2 nach OSM-Stimulation 
Zur Verifikation der MS-Daten wurde die Immunpräzipitation gegen Shc in HepG2-
Zellen wiederholt und anschließend im Western Blot mit entsprechenden Antikörpern 
angefärbt (Abbildung 25). Der obere Blot zeigt die Phosphorylierung der Shc-
Isoformen p52 und p66 nach OSM-Stimulation. Die Phosphorylierung der p46-
Isoform ist aufgrund ihrer Komigration mit der schweren Kette den präzipitierenden 
Antikörpers nicht zu sehen. Während die Identität der oberen Bande (  ?) noch 
immer ungeklärt ist, konnte die zweite Bande auf einer Höhe von ca. 150 kDa als 
SHIP2 identifiziert werden (Abbildung 25, unterer Blot). SHIP2 wurde also durch 
OSM tyrosinphosphoryliert und interagierte mit dem phosphorylierten Shc.  
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Abbildung 25: Shc interagiert mit SHIP2 nach OSM-Stimulation   
HepG2-Zellen wurden mit 20 ng/ml OSM stimuliert und nach den angegebenen Zeiten lysiert. 
Anschließend wurde eine Immunpräzipitation (IP) gegen Shc durchgeführt. Im Western Blot (WB) 
wurden tyrosinphosphorylierte Proteine (pY), Shc oder SHIP2 mit entsprechenden Antikörpern 
nachgewiesen. Ein Aliquot der Lysate wurde vor der IP abgenommen und als gesamtes Zelllysat 
(TCL) aufgetragen. *: unbekanntes Protein; §: tyrosinphosphoryliertes SHIP2; #: tyrosin-
phosphoryliertes Shc; PSA: Protein A Sepharose. 
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3.3.5 SHIP2 interagiert mit Shc nach OSM-Stimulation 
Um die Interaktion von Shc mit SHIP2 weiter zu verifizieren, wurde eine 
Immunpräzipitation gegen SHIP2 in der Hepatom-Zelllinie HepG2 und in primären 
humanen dermalen Fibroblasten (HDF) durchgeführt. SHIP2 wurde nach Stimulation 
mit OSM in beiden Zelltypen phosphoryliert (Abbildung 26a und b, oberer Blot).   
Die SHIP2-Interaktion mit der phosphorylierten p66-Shc-Isoform war im Fall der 
HepG2-Zellen bereits in der Phosphotyrosin-Färbung zu erkennen (Abbildung 26a, 
oberer Blot). Die Bindung bestätigte sich sowohl in der Zelllinie als auch in den 
primären Zellen in der Shc-Gegenfärbung (Abbildung 26a und b, unterer Blot). Bei 
den HDFs konnte sogar die Bindung der p52-Isoform von Shc an SHIP2 
nachgewiesen werden (Abbildung 26b, unterer Blot), die sonst aufgrund der 
Komigration des präzipitierenden Antiköpers mit der schweren Kette des Antikörpers 
nicht zu sehen war.  
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Abbildung 26: SHIP2 interagiert mit Shc nach OSM-Stimulation   
(A) HepG2 oder (B) HDFs wurden mit 20 ng/ml OSM stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten 
lysiert. 1 mg des Gesamtzellysates wurde in einer Immunpräzipitation (IP) gegen SHIP2 eingesetzt. 
Anschließend erfolgte im Western Blot (WB) der Nachweis von tyrosinphosphorylierten Proteinen 
(pY), SHIP2 oder Shc mit entsprechenden Antikörpern. Ein Aliquot des Gesamtzelllysats (TCL) wurde 
vor der IP abgenommen und im Western Blot angefärbt. §: tyrosinphosphoryliertes SHIP2; #: tyrosin-
phosphoryliertes Shc. 
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Diese Immunpräzipitationen bestätigten noch einmal die in der 
massenspektrometrischen Analyse gefundene Interaktion zwischen Shc und SHIP2 
nach OSM-Stimulation. Die Ergebnisse waren von der Zellinie HepG2 auf primäre 
Zellen übertragbar. 
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4. Diskussion 
4.1 Die Bedeutung von Oncostatin M in der rheumatoiden Arthritis 
Rheumatoide Arthritis (RA) ist die häufigste chronische entzündliche 
Gelenkkrankheit. Sie tritt bei ca. 1 % der industrialisierten Bevölkerung auf (Gabriel, 
2001). Frauen sind dreimal häufiger davon betroffen als Männer. Meist beginnt der 
Krankheitsverlauf in einem Alter von 40 Jahren, aber auch andere Altersklassen 
können davon betroffen sein. Die Krankheit verläuft schubweise. Die Entzündung der 
Synovialmembran führt zu Schmerzen, Schwellungen und Steifheit der Gelenke und 
letztendlich zur Gelenkzerstörung. Gleichzeitig können extraartikuläre Krankheiten 
auftreten, die beispielsweise die Lunge oder das vaskuläre System betreffen 
(Grossman und Brahn, 1997). Zusammengenommen führen diese Symptome zu 
körperlicher Invalidität und erhöhter Mortalität von RA-Patienten.  
Die Ursache dieser Autoimmunerkrankung ist bisher noch unbekannt. Auch der 
pathologische Verlauf der RA ist nicht vollständig verstanden. Sicher ist jedoch, dass 
eine Vielzahl von Zellen daran beteiligt ist. Fehlgesteuerte Leukozyten wie T- und B-
Zellen, Plasmazellen, Mastzellen, Makrophagen, Neutrophile, dendritische Zellen 
und natürliche Killerzellen wandern ins synoviale  Gewebe von RA-Patienten ein, wo 
sie die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen hervorrufen (Tak und 
Bresnihan, 2000; Scheinecker et al., 2008). Die Synovialmembran (Synovium) 
besteht normalerweise aus wenigen Zellschichten. Durch die Entzündung wird eine 
synoviale Hyperplasie hervorgerufen, die in einer Pannus-Formation resultiert. Der 
Pannus wandert in den angrenzenden Knorpel ein und fördert die Gelenkzerstörung 
durch die Aktivierung von Osteoklasten, Chondrozyten und synovialen Fibroblasten 
(Jimenez-Boj et al., 2005). Gesteuert werden diese Vorgänge unter anderem durch 
proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin-1 (IL-1) 
und Interleukin-6 (IL-6), deren Expression im synovialen Gewebe stark erhöht ist 
(Chu et al., 1991; Dayer, 2003; Okamoto et al., 1997). Zur Behandlung der 
rheumatoiden Arthritis werden diese Zytokine gezielt gehemmt. Als Medikamente 
zugelassen sind momentan Inhibitioren von TNFα wie Etanercept (lösliches 
Rezeptorfusionsprotein), Infliximab und Adalimunab (Antikörper gegen TNFα), die 
eine 50%ige Verbesserung der Symptome bei ca. 70% der Patienten erzielen, und 
Anakinra, ein Rezeptorantagonist von IL-1, der den gleichen Effekt bei nur 17% der 
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behandelten Patienten zeigt. Ein Antikörper gegen IL-6 (Tocilizumab) erzielte in 
Phase III-Studien etwa die gleiche Wirksamkeit wie die TNFα-Inhibitoren 
(Scheinecker et al., 2008).   
Die Zytokintherapien sind jedoch nicht in der Lage, die rheumatoide Arthritis 
vollständig zu heilen, sie führen lediglich zu einer Verbesserung der Symptome. 
Desweiteren sprechen nicht alle Patienten auf die Therapie an, so dass an neuen 
Strategien zur Behandlung der RA gearbeitet werden muss. Mittlerweile wurden 
weitere Zytokine identifiziert, die im Gelenk von RA-Patienten erhöht sind. Zu ihnen 
gehören Interleukin-2, Interleukin-4, Interleukin-13 (Raza et al., 2005), Interleukin-17 
(Chabaud et al., 1999), Interleukin-15 (McInnes et al., 1996), Interleukin-7 (Harada et 
al., 1999), sowie die IL-6-Typ-Zytokine IL-11, LIF und Oncostatin M (Okamoto et al., 
1997; Hui et al., 1997). Antikörper gegen Interleukin-17 werden bereits in klinischen 
Studien als neue Behandlungsmethode getestet. Aber auch die anderen Zytokine 
sollten zur Behandlung der RA in Betracht gezogen werden.  
Besonders OSM bietet sich als neues Zielzytokin an, da es bei Überexpression in 
Mäusen und Ziegen Gelenkentzündungen und Knorpelschädigungen hervorruft 
(Langdon et al., 2000; de Hooge et al., 2002; Bell et al., 1999). Setzt man 
neutralisierende Antikörper gegen OSM in Mausmodellen mit Kollagen-induzierter 
Arthritis ein, so kann die Verschlechterung des Krankheitsverlaufs gebremst werden. 
Der Einsatz von neutralisierenden OSM-Antikörpern in Mäusen, die kurz vor Beginn 
einer Pristane-induzierten Arthritis standen, konnte die Entstehung einer 
inflammatorischen Arthritis sogar verhindern (Plater-Zyberk et al., 2001).   
Oncostatin M hat zahlreiche proinflammatorische Eigenschaften, die für die 
Entstehung und Aufrechterhaltung der rheumatoiden Arthritis wichtig sind.   
1. OSM fördert den Knorpel- und Knochenabbau 
OSM löst die Proliferation von synovialen Fibroblasten aus, was wiederum 
Voraussetzung für die Pannus-Bildung ist (Fearon et al., 2006). Weiterhin induziert 
OSM die Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) in Chondrozyten und 
synovialen Fibroblasten (Cawston et al., 1998). MMPs sind Proteasen, die 
extrazelluläre Matrix abbauen. Sie sind im Serum, der Synovialflüssigkeit und dem 
synovialen Gewebe von RA-Patienten stark erhöht und ihre Expressionsrate 
korreliert mit der Schwere der Gelenkzerstörung (Clark et al., 1993; Ishiguro et al., 
Diskussion 71 
 
1996; Tetlow und Woolley, 1998; Yoshihara et al., 2000; Cunnane et al., 2001).  Die 
Kombination mit IL-1 oder TNFα steigert die OSM-induzierte MMP-Expression 
nochmals, wobei gleichzeitig die Produktion des MMP-Inhibitors TIMP-1 (tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinase) herunterreguliert wird (Cawston et al., 1998; 
Langdon et al., 1997; Hui et al., 2003; Fearon et al., 2006).   
Darüber hinaus erhöht OSM die Freisetzung von Proteoglykanen und Kollagen aus 
dem Knorpel, was wiederum seine Zerstörung begünstigt (Hui et al., 1996; Cawston 
et al., 1998).  
Auch die Differenzierung von Osteoklasten wird durch OSM (in Kombination mit IL-1) 
ausgelöst (Hui et al., 2005). Diese Zellen sind hauptsächlich für die Zerstörung des 
Knochens verantwortlich.   
2. OSM fördert die Angiogenese 
Die Angiogenese ist für die Proliferation des Pannus und die Einwanderung der 
Immunzelllen ins Gelenk von großer Bedeutung. OSM fördert die Angiogenese, 
indem es die Expression von angiogenen Faktoren wie VEGF (vascular endothelial 
growth factor) im Knorpel induziert (Fearon et al., 2006).   
3. OSM begünstigt die Leukozytenmigration ins Gelenk 
Einerseits erhöht OSM die Anzahl von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen wie 
ICAM-1 (inter-cellular adhesion molecule) und P-Selektin, so dass Leukozyten 
leichter aus dem Blutstrom ins entzündete Gewebe auswandern können (Yao et al., 
1996; Fearon et al., 2006). Zum anderen induziert OSM die Expression von 
Chemokinen, die für die Rekrutierung und Zurückhaltung von Leukozyten im Gelenk 
verantwortlich sind (Lin et al., 2004; Iwamoto et al., 2008). Neutrophile und 
Makrophagen, die einmal ins entzündete Gelenk rekrutiert wurden, sezernieren dort 
weiterhin OSM, was wahrscheinlich zu einem positiven feedback und zur 
Aufrechterhaltung der RA führt (Cawston et al., 1998; Cross et al., 2004).  
4.1.1 Die Induktion von CCL13 durch Oncostatin M in der rheumatoiden 
Arthritis 
Das synoviale Gewebe und die Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider 
Arthritis enthalten im Vergleich zu Patienten mit Osteoarthritis höhere Chemokin-
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Konzentrationen (Koch, 2005). Auch das CC-Chemokin CCL13 ist in der synovialen 
Flüssigkeit von RA-Patienten erhöht (Iwamoto et al., 2006). CCL13 signalisiert über 
die Rezeptoren CCR1, CCR2 und CCR3 und induziert die Migration von 
Eosinophilen, Monozyten und T-Lymphozyten (Garcia-Zepeda et al., 1996; Uguccioni 
et al., 1996; Allen et al., 2007). Bisher wurde CCL13 in Zusammenhang mit 
allergischen Krankheiten wie Asthma, atopischer Dermatitis und rheumatoider 
Arthritis beschrieben (Kalayci et al., 2004; Taha et al., 2000; Iwamoto et al., 2007). 
Im Fall der rheumatoiden Arthritis erwiesen sich die Chondrozyten der Patienten 
nach Stimulation mit Interferon-γ (IFNγ) als Quelle für die erhöhten CCL13-Mengen 
in der Synovialflüssigkeit. Gleichzeitige Stimulation der Zellen mit IFNγ und TNFα 
bzw. IL-1 hatte einen synergistischen Effekt auf die CCL13-Produktion, wohingegen 
die Stimulation mit TNFα oder IL-1 allein keine erhöhte CCL13-Expression hervorrief 
(Iwamoto et al., 2007).   
Die Ergebnisse aus dem ersten Teil dieser Arbeit zeigen, dass auch humane 
synoviale Fibroblasten (HSF) eine Quelle für CCL13 in der RA sein können. Auf 
RNA- und Proteinebene erhöhten sich die CCL13-Konzentrationen in 
Zellkulturüberständen von HSFs von gesunden Spendern nach OSM-Stimulation 
signifikant, wohingegen TNFα, IL-1β oder IL-6 allein keine starke CCL13-Produktion 
bewirkten (Abbildungen 9 und 11a). Die von den HSFs durch OSM erzielte Sekretion 
von ca. 300 pg/ml CCL13 ließ sich durch Kombination von OSM mit TNFα, IL-1β 
oder IL-6 nicht weiter steigern (Abbildung 11b). Interessanterweise konnte keine 
Sekretion von CCL13 in gut charakterisierten immortalisierten Chondrozyten 
(Goldring et al., 1994) nach OSM-Stimulation nachgewiesen werden (Abbildung 10). 
In der rheumatoiden Arthritis bewirkt CCL13 die Proliferation von synovialen 
Fibroblasten von kranken Spendern (Iwamoto et al., 2007). CCL13 scheint daher 
eine Rolle in der synovialen Hyperplasie zu spielen. Da von allen getesteten 
Zytokinen nur OSM die CCL13-Sekretion in gesunden HSFs hervorrief, die sich 
durch gleichzeitige Stimulation mit anderen wichtigen RA-Zytokinen nicht weiter 
steigern ließ, könnte die Inhibition von OSM als Behandlungsmethode der 
rheumatoiden Arthritis erfolgreich sein. 
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4.1.2 Die OSM-vermittelte CCL13-Induktion erfolgt durch einen STAT5- und 
p38-vermittelten Signalweg 
Computergestützte Analysen fanden putative STAT5-Bindestellen im Promotor des 
CCL13-Gens. Dies war der erste Hinweis darauf, dass die OSM-vermittelte CCL13-
Induktion STAT5-abhängig reguliert wird, denn OSM aktiviert den 
Transkriptionsfaktor STAT5 (Hintzen et al., 2008a).   
Von den Schlüsselzytokinen der RA rief nur OSM die Sekretion von CCL13 in HSFs 
hervor (Abbildung 11). Ein Vergleich von OSM-, IL-6, IL-1β und TNFα-aktivierten 
Signalwegen ergab, dass nur OSM die Phosphorylierung von STAT5 auslöste 
(Abbildung 14c). Dies unterstützte die Hypothese, dass die OSM-induzierte CCL13-
Expression über den Transkriptionsfaktor STAT5 gesteuert wird. Die Unterdrückung 
der Aktivierung bzw. Expression von STAT5 durch den Einsatz von 
pharmakologischen Inhibitoren bzw. siRNA führte zu einer signifikanten Reduktion 
der CCL13-Konzentration im Überstand von OSM-stimulierten HSFs (Abbildungen 
15 und 16).    
STAT5 konnte also als der OSM-spezifische Transkriptionsfaktor identifiziert werden, 
der die CCL13-Expression steuert.  
Experimente mit pharmakologischen Inhibitoren zeigten eine ähnlich starke 
Reduktion der OSM-induzierten CCL13-Sekretion durch Hemmung von p38 wie sie 
zuvor durch eine Inhibition der STAT5-Aktivierung beobachtet wurde (Abbildung 15). 
Die MAP-Kinase p38 schien daher ebenfalls an der Regulation der CCL13-
Expression beteiligt zu sein. Es ist bekannt, dass p38 ein wichtiger Stabilisator von 
messenger-RNA (mRNA) ist. p38 phosphoryliert das mRNA-destabilisierende Protein 
Tristetraprolin (TTP) und hindert es somit an der Degradation der RNA (Deleault et 
al., 2008). Wie unsere Arbeitsgruppe zeigen konnte, trifft dieser Mechanismus auch 
auf CCL13 zu. In diesen Experimenten wurden synoviale Fibroblasten mit OSM 
stimuliert, um die CCL13-Transkripiton auszulösen. Anschließend wurde das OSM-
haltige Medium entfernt und die Zellen wurden mit Actinomycin D behandelt, um die 
laufende mRNA-Synthese zu unterbrechen. Nach 20 Minuten wurde die 
Signalkaskade durch eine zweite OSM-Stimulation erneut ausgelöst. Die 
Anwesenheit von Actinomycin D verhinderte eine erneute Einleitung der 
Transkription, so dass nur der Einfluss der OSM-aktivierten membrannahen 
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Signalwege auf die Stabilität der CCL13 mRNA evaluiert werden konnte. Die 
Degradation der CCL13-mRNA erfolgte bei einer solchen Behandlung erst 120 
Minuten nach der zweiten Stimulation. Wurden die Zellen jedoch zusätzlich mit dem 
p38-Inhibitor SB202190 behandelt, setzte die Degradation bereits 30 Minuten nach 
dem zweiten OSM-Stimulus ein. Der Verlust der CCL13-mRNA-Stabilität durch die 
Inhibition von p38 konnte jedoch durch den spezifischen knock-down von TTP 
verhindert werden: Zellen, die mit TTP-siRNA behandelt wurden, wiesen trotz 
Hemmung der p38-Kinaseaktivität eine verlängerte CCL13-mRNA-Halblebenszeit 
auf, während die CCL13-mRNA in mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen weiterhin 
schnell degradiert wurde (Hintzen et al., 2009). Andere Arbeiten belegen ebenfalls 
die wichtige Rolle von p38 für die Chemokinexpression durch Erhöhung der mRNA-
Stabilität (Langdon et al., 2003; Lee et al., 2007; Hintzen et al., 2008b). 
Ein Vergleich von dermalen, Lungen-, Cervix- und synovialen Fibroblasten zeigte, 
dass nur synoviale Fibroblasten OSM-abhängig CCL13 produzieren konnten, obwohl 
alle Fibroblasten auf die Stimulation mit OSM durch Produktion von CCL2 reagierten 
(Abbildung 10). Hinsichtlich ihrer STAT5-Phosphorylierung waren alle 
Fibroblastentypen in der Lage, OSM-abhängig STAT5 zu aktivieren. Jedoch wurde 
die Tyrosinphosphorylierung von STAT5 nur in synovialen Fibroblasten bis zu acht 
Stunden aufrecht erhalten; in allen untersuchten Fibroblasten anderen Ursprungs 
wurde die Tyrosinphosphorylierung von STAT5 bereits nach drei Stunden wieder 
abgeschaltet (Abbildung 14a und b).   
Die verlängerte STAT5-Tyrosinphosphorylierung in HSFs kann jedoch nicht der 
alleinige Grund für die zellspezifische Regulation des CCL13-Gens sein. 
Unveröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die Überexpression 
einer konstitutiv-aktiven JAK2-Mutante (V617F) in dermalen Fibroblasten zwar zu 
einer konstitutiven STAT5-Tyrosinphosphorylierung, aber nicht zur CCL13-
Expression führt.    
Neben der Tyrosinphosphorylierung wurde für STAT5 auch eine Stimulus-abhängige 
Serinphosphorylierung beschrieben, die Einfluss auf die Aktivität des Transkriptions-
faktors hat (Decker und Kovarik, 2000; Haq et al., 2002; Park et al., 2001).  Erste 
Versuche deuten darauf hin, dass die Serinphosphorylierung von STAT5 nach OSM-
Stimulation möglicherweise nur in synovialen Fibroblasten, aber nicht in den anderen 
untersuchten Fibroblastenarten auftritt. Wodurch diese unterschiedliche Phosphory-
Diskussion 75 
 
lierung von STAT5 gesteuert wird und ob sie der Grund für die zelltyp-spezifische 
OSM-vermittelte CCL13-Expression ist, ist noch unklar.  
Weiterhin unterscheiden sich synoviale Fibroblasten von Spendern mit rheumatoider 
Arthritis von denen von gesunden Spendern durch eine geringe basale 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 (Daten nicht gezeigt), was 
möglicherweise auf einer Veränderung der Ras-Aktivität beruht. In diesem 
Zusammenhang belegten bereits frühere Studien die Bedeutung von 
Protoonkogenen wie Ras, Raf und Myc für die Genexpression in synovialen 
Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis, denn der Gentransfer von 
dominant negativen Raf-1- und c-Myc-Mutanten führte zu einer stark reduzierten 
MMP-1- und MMP-3-Expression (Pap et al., 2004). Eine veränderte Ras-Aktivität 
könnte also ebenfalls für die Unterschiede zwischen synovialen und anderen 
Fibroblasten von Bedeutung sein.  
Eventuell begründet sich die unterschiedliche Regulation der CCL13-Expression 
auch auf den Gewebehintergrund der Fibroblasten selbst. Die Arbeiten von 
Parsonage et al. (2003) verweisen darauf, dass sich synoviale Fibroblasten generell 
von Fibroblasten aus anderen Geweben hinsichtlich ihrer Fähigkeit unterscheiden, 
inflammatorische Immunantworten zu regulieren.     
4.1.3 Die physiologische Wirkung von CCL13 in der rheumatoiden Arthritis 
CCL13 bewirkt neben der Proliferation von kranken HSFs über einen ERK-
vermittelten Signalweg (Iwamoto et al., 2007) auch die Migration von humanen 
monozytären U937-Zellen über einen STAT5-vermittelten Signalweg (Abbildung 17). 
Die Migrationsrate der U937-Zellen ließ sich durch den Einsatz von neutralisierenden 
Antikörpern gegen CCL13 um 50% reduzieren (Abbildung 12). Den gleichen Effekt 
erzielte ein CCL2-neutralisierender Antikörper, was zeigt, dass beide Chemokine ein 
vergleichbares Potential zur Monozytenrekrutierung besitzen. Das Chemokin CCL8 
zeigt einen schwächeren Effekt. Der blockierende CCL8-Antikörper reduzierte die 
Migrationsrate nur um 25%. Der parallele Einsatz aller drei blockierend wirkender 
Antikörper konnte die Migration um insgesamt 75% verringern. Dies lässt vermuten, 
dass die gemeinsame Blockade von CCL2 und CCL13 die Migrationsrate nicht weiter 
als 50% reduzieren kann und die Blockade von CCL8 die Migration nochmals um 
zusätzliche 25% verringert. Eine Wiederholung dieses Experiments mit primären 
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Monozyten durch unsere Arbeitsgruppe bestätigte diese Vermutung. Die Blockade 
von CCL2 und CCL13 allein reduzierte die Migration um 50%. Die Kombination von 
neutralisierenden CCL2- und CCL13-Antikörpern konnte die Migrationsrate nicht 
weiter reduzieren (Hintzen et al., 2009). Diese Beobachtung lässt sich durch die 
redundante Nutzung der Chemokinrezeptoren erklären. CCL2 signalisiert 
ausschließlich über den Chemokinrezeptor CCR2, den auch CCL13 und CCL8 
nutzen. CCL8 und CCL13 können jedoch über weitere Rezeptoren signalisieren. 
Beide nutzen CCR3; CCL13 kann zusätzlich an CCR1; CCL8 an CCR5 binden (Allen 
et al., 2007). Der additive Effekt im Fall der dreifachen Chemokinblockade müsste 
daher auf die verhinderte Bindung von CCL8 an den CCR5-Rezeptor zurückzuführen 
sein.   
Trotz gleichzeitiger Blockade von drei Chemokinen migrierten noch 25% der U937-
Zellen in den Zellüberstand von OSM-stimulierten HSFs. Daher müssen sich im 
Zellüberstand der stimulierten synovialen Fibroblasten weitere unbekannte und durch 
OSM induzierbare Chemokine befinden, die diese Migration hervorrufen.  
Zusammenfassend identifizieren die Experimente im ersten Teil ein neues OSM 
Zielgen, CCL13, und legen daher nahe, dass ein OSM-abhängiger Kreislauf für die 
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis von großer Bedeutung ist. Die ins Gelenk 
eingewanderten Neutrophilen und Makrophagen sezernieren OSM, das wiederum 
selbst ein potenter Induktor von GM-CSF und IL-6 ist (Brown et al., 1993; de Hooge 
et al., 2002). Durch sein pleiotropes Wirkungsspektrum trägt OSM zur Pathogenese 
der RA bei, indem es unter anderem die Proliferation von synovialen Fibroblasten 
auslöst, die MMP-Produktion in synovialen Fibroblasten und Chondrozyten induziert 
und die Differenzierung von Osteoklasten bewirkt. Dies könnte erklären, warum nicht 
alle Patienten auf die etablierten Therapien gegen TNFα oder IL-1 ansprechen, denn 
die Blockade von TNFα oder IL-1 hätte keine Auswirkung auf den durch OSM-
induzierten Krankheitsverlauf. Es wäre daher sinnvoll, zukünftig anti-OSM-Therapien 
zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis ins Auge zu fassen. Erste Versuche in 
diese Richtung wurden durch GlaxoSmithKline unternommen, die RNA-Aptamere als 
Antagonisten gegen humanes OSM einsetzen (Barnes und Moots, 2009). Ob sich 
diese Strategie in der Behandlung der RA als erfolgreich erweisen wird, bleibt 
abzuwarten. 
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4.2 Die Phosphorylierung der MAP-Kinasen durch Oncostatin M 
Verglichen mit anderen IL-6-Typ-Zytokinen ist OSM ein sehr potenter Induktor für 
MAP-Kinasen (Hermanns et al., 2000; Wang et al., 2000; Böing et al., 2006). 
Humanes OSM aktiviert die MAP-Kinasen über zwei verschiedene Rezeptor-
komplexe: den Typ I Rezeptorkomplex, bestehend aus gp130 und dem LIF-
Rezeptor, und über den Typ II Rezeptorkomplex aus gp130 und dem OSM-Rezeptor 
(Mosley et al., 1996). Durch die gp130-Rezeptoruntereinheit können nur die 
extracellular signal-regulated kinases (ERK) über den SHP-2/Grb2/SOS-Komplex 
aktiviert werden (Schaper et al., 1998; Chardin et al., 1993). Die OSM-R-Untereinheit 
hingegen kann SHP-2 nicht binden, sie rekrutiert stattdessen den Adapter Shc über 
das im intrazellulären Bereich des Rezeptors lokalisierte Tyrosinmotiv Y861. Mutiert 
man dieses Tyrosin zu Phenylalanin, geht die Shc-Bindung und damit auch die 
OSM-R-vermittelte Phosphorylierung von ERK1/2 verloren (Hermanns et al., 2000). 
Weiterhin aktiviert OSM als einziges IL-6-Typ-Zytokin zwei weitere MAPK-Familien, 
die zu den Stress-aktvierten MAPK (SAPK) zählen: JNK und p38. Ihre 
Phosphorylierung erfolgt ebenfalls ausgehend vom Tyrosinrest 861 des OSM-
Rezeptors (Böing et al., 2006). Murines OSM bindet im Gegensatz zu humanem 
OSM nur an den Typ II Rezeptorkomplex (gp130/OSM-R) (Ichihara et al., 1997). Wie 
humanes OSM aktiviert es ebenfalls alle drei MAPK-Familien ERK, JNK und p38 
(Böing et al., 2006). Da das Tyrosinmotiv Y861 zwischen murinem und humanem 
OSM-R hochkonserviert ist, geschieht dies höchstwahrscheinlich in Analogie zum 
humanen System über die Rekrutierung von Shc an den phosphorylierten 
Tyrosinrest Y861 im OSM-R.  
4.2.1 Shc ist für die OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen in 
Hepatomzellen von Bedeutung 
Die Bindung des Adapterproteins Shc an den OSM-R ist von essentieller Bedeutung 
für die Phosphorylierung der MAP-Kinasen nach OSM-Stimulation. Der Nachweis 
erfolgte in früheren Studien mittels Überexpression eines chimären Typ II-
Rezeptorsystems (gp130-Y5F/OSM-R-Y861F), in dem auf Seiten des gp130 alle für 
die Signalweiterleitung wichtigen Tyrosine gegen Phenylalanin und auf Seiten des 
OSM-Rs das Tyrosin Y861 gegen Phenylalanin ausgetauscht wurde (Hermanns et 
al., 2000; Böing et al., 2006).   
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Der Einsatz von Shc-siRNA in Hepatomzellen zeigte zum ersten Mal im endogenen 
System, dass der Adapter Shc tatsächlich für die Aktivität aller drei MAPK-Familien 
nach Stimulation mit OSM wichtig ist (Abbildung 18).  
Die Phosphorylierung der Stress-aktivierten MAPK (SAPK) p38 ging nach OSM-
Stimulation unabhängig von der verwendeten Zytokinmenge durch den knock-down 
von Shc nahezu komplett verloren. Auch für die SAPK JNK konnte eine deutliche 
Reduzierung der Phosphorylierung beobachtet werden, die sich jedoch in den bisher 
durchgeführten Experimenten als noch nicht statistisch signifikant erwies. Eine 
mögliche Erklärung für die schwankenden Ergebnisse zur JNK-Phosphorylierung 
könnte eine eventuell vorliegende Kreuzreaktivität des verwendeten 
phosphospezifischen Antikörpers mit dem entsprechenden phosphorylierten Peptid 
der ERK1/2-Kinasen liefern. Dennoch deuten die Ergebnisse auf eine wichtige 
Funktion von Shc für die effiziente SAPK-Phosphorylierung in HepG2-Zellen hin. 
Dieses Ergebnis stimmt mit den Studien überein, in denen mutierte Rezeptoren 
eingesetzt wurden (Böing et al., 2006), und belegt, dass die OSM-induzierte 
Phosphorylierung der SAPKs durch die Shc-Bindung an den OSM-R vermittelt wird. 
  
Die ERK1/2-Phosphorylierung hingegen war auch in Abwesenheit von Shc noch 
detektierbar; sie war jedoch bei einer Konzentration von 2,5 ng/ml OSM signifikant 
reduziert. Shc scheint also auch im Fall der ERK-Phosphorylierung vor allem bei 
niedrigen Zytokinkonzentrationen eine unterstützende Rolle zu spielen. Die 
verbleibende Phosphorylierung lässt sich durch die Signalweiterleitung von OSM im 
humanen System erklären. Zum einen kann der endogene Typ  II-Rezeptorkomplex 
(gp130/OSM-R) Shc-unabhängig über die Bindung des Adapters SHP-2 an gp130 
die ERK-Kaskade auslösen (Stahl et al., 1995; Hermanns et al., 2000). Zum anderen 
signalisiert humanes OSM auch über den endogenen Typ I-Rezeptorkomplex 
(gp130/LIF-R), der ebenfalls Shc-unabhängig über die Rekrutierung von SHP-2 
ERKs aktiviert (Stahl et al., 1995; Schiemann et al., 1997).     
4.2.2 Shc sensibilisiert Fibroblasten für die OSM-vermittelte Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen  
Die bedeutende Funktion, die das Adapterprotein Shc für die OSM-vermittelte 
Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 in HepG2-Zellen hatte, zeigte sich auch in 
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Fibroblasten. Sowohl in humanen als auch in murinen Fibroblasten resultierte der 
Ausfall von Shc in einer signifikanten Reduktion der p38-Phosphorylierung bei 
Konzentrationen zwischen 2,5 und 10 ng/ml OSM (Abbildung 19 und 20). Nur bei 
ganz hohen Konzentrationen von 20 ng/ml OSM hatte der Ausfall von Shc keinen 
Effekt auf die p38-Phosphorylierung (Abbildung 21). Für die OSM-induzierte 
Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 scheint das Adapterprotein Shc sowohl in 
HepG2 als auch in Fibroblasten bei moderaten OSM-Konzentrationen essentiell zu 
sein.  
Anders verhält es sich mit der Phosphorylierung der MAP-Kinasen JNK und ERK. 
Obwohl die Shc-Expression durch RNA-Interferenz in humanen Fibroblasten 
unterdrückt wurde, unterschied sich die Stärke der ERK- und JNK-Phosphorylierung 
bei Stimulationsdosen von 10 ng/ml OSM nicht signifikant von den Kontrollen 
(Abbildung 19). Da die Versuche im endogenen System durchgeführt wurden, tragen 
auch hier der Typ I-Rezeptorkomplex (gp130/LIF-R) und die gp130-Untereinheit des 
Typ II-Rezeptorkomplexes (gp130/OSM-R) zur OSM-vermittelten MAPK-Aktivität bei. 
Doch auch im murinen System, das nur über den Typ II-Rezeptorkomplex 
signalisiert, wiesen Shc-defiziente murine Fibroblasten bei hohen Stimulationsdosen 
von 20 ng/ml OSM eine genauso starke Phosphorylierung von ERK und JNK auf wie 
die Wildtypzellen (Abbildung 21). Im Gegensatz zu HepG2-Zellen, in denen das 
Adaperprotein Shc für die OSM-vermittelte Phosphorylierung von JNK und ERK eine 
entscheidende Rolle spielt, können Fibroblasten JNK und ERK auch ohne Shc 
phosphorylieren. Die Phosphorylierung dieser beiden MAP-Kinasen scheint daher 
zelltyp-spezifisch reguliert zu sein.  
Erste Versuche mit stabilen rekonstituierten Shc-defizienten MEF-Zellen, in die eine 
nicht-tyrosinphosphorylierbare Mutante (Y239/240/313F; wobei  das Tyrosin Y313 in 
der Maus dem Y317 im Menschen entspricht) von Shc eingebracht wurde, zeigten, 
dass der Verlust der Shc-Tyrosinphosphorylierung keinerlei Auswirkungen auf die 
MAPK-Phosphorylierung nach OSM-Stimulation hatte (Daten nicht gezeigt), obwohl 
die Bindung von Shc an Grb2 aufgrund der fehlenden Shc-Phosphorylierung verloren 
ging (Abbildung 24). Die Tyrosinphosphoylierung von Shc scheint also nicht allein 
ausschlaggebend für die Signalweiterleitung im MAPK-Weg zu sein und das Signal 
wird nicht zwangsläufig über den Shc/Grb2/SOS/Ras-Komplex weitergegeben. Im 
Einklang mit diesen vorläufigen Experimenten beobachteten Hardy et al. (2007), 
Diskussion 80 
 
dass transgene Mäuse, die die Shc-3F-Mutante exprimieren, überlebensfähig sind, 
obwohl der knock-out von Shc letal ist (Lai und Pawson, 2000). Die drei Tyrosine in 
der CH1-Domäne von Shc sind daher für die Funktion des Adapterproteins nicht so 
essentiell wie bisher angenommen. Vielmehr erfüllen die phosphorylierten 
Tyrosinreste abhängig vom Zellkontext und dem extrazellulären Stimulus völlig 
unterschiedliche Aufgaben (Ursini-Siegel und Muller, 2008). So benötigen 
beispielsweise Brustkrebszelllinien für ihre Proliferation unbedingt das 
phosphorylierte Tyrosin Y317 (entspricht dem Y313 in der Maus), nicht-
transformierte epitheliale Brustzellen wachsen jedoch trotz Y317F Mutante normal 
(Stevenson et al., 1999). Fibroblasten hingegen sind für ihr EGF-induziertes 
Wachstum auf alle drei Tyrosine von Shc angewiesen (Gotoh et al., 1997). 
Doch auch in Fibroblasten verlief die OSM-induzierte Phosphorylierung der MAP-
Kinasen nicht vollständig unabhängig von Shc. Bei Stimulation mit geringen Mengen 
OSM (0,5 bis 5 ng/ml) waren Effekte auf die ERK-, JNK- und p38 Phosphorylierung 
sichtbar: die Hemmung von Shc resultierte in murinen Fibroblasten (Abbildung 20) in 
einer geringeren Phosphorylierung von ERK (bei Stimulation mit 0,25 ng/ml OSM). 
Ebenso war die JNK-Phosphorylierung bei 2,5 ng/ml OSM in humanen 
(Abbildung 19) und 5 ng/ml OSM in murinen Fibroblasten (Abbildung 20) durch den 
Wegfall von Shc signifikant reduziert. Auch die p38-Phosphorylierung ging durch die 
unterdrückte Shc-Expression bei 2,5 ng/ml und 5 ng/ml OSM in humanen und 
murinen Fibroblasten signifikant zurück (Abbildungen 19 und 20). Das Adapterprotein 
Shc scheint daher Fibroblasten für eine Stimulation mit OSM zu sensibilisieren. 
Dieses Phänomen wurde bei Shc-defizienten MEFs bereits im Zusammenhang mit 
Wachstumsfaktoren beobachtet. Shc-defiziente MEFs wiesen bei hohen 
Stimulationsdosen (25 ng/ml PDGF (platelet derived growth factor) bzw. 50 ng/ml 
EGF (epidermal growth factor)) die gleiche ERK2-Phosphorylierung wie 
Wildtypzellen auf. Auf geringere Wachstumsfaktormengen reagierten die murinen 
Fibroblasten jedoch nur in Anwesenheit von Shc mit einer vollständigen ERK2-
Phosphorylierung. Eine Rekonstitution der Shc-defizienten MEFs mit den p46- und 
p52-Shc-Isoformen konnte die vollständige ERK2-Phosphorylierung auch bei 
geringen Stimulationsdosen wieder herstellen (Lai und Pawson, 2000).    
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Es bleibt zu klären, wie die Shc-unabhängige MAPK-Phosphorylierung im Fall von 
hohen OSM-Stimulationsmengen in Fibroblasten abläuft. Im Fall des PDGF- und 
EGF-Rezeptors wurde postuliert, dass Grb2 direkt an die phosphorylierten 
Rezeptoren bindet und so die MAPK-Kaskade ohne die Beteiligung von Shc auslöst 
(Lai und Pawson, 2000). Die direkte Grb2-Bindung an den EGF-Rezeptor ging bei 
geringen EGF-Konzentrationen tatsächlich verloren, obwohl der Rezeptor stark 
phosphoryliert wurde. Dagegen war die Shc-Phosphorylierung und die Ausbildung 
eines Shc/Grb2/SOS-Komplexes auch bei geringen Stimulationsmengen 
nachweisbar (Wennström und Downward, 1999). Ein solcher Vorgang wäre auch im 
Fall des OSM-Rs denkbar. Alternativ könnte jedoch auch ein anderes, bisher 
unbekanntes Adaptermolekül die MAPK-Phosphorylierung bei hohen 
Stimulationsmengen übernehmen.   
4.3 Die Identifikation eines neuen Interaktionspartners von Shc 
nach OSM- Stimulation 
Immunpräzipitationsstudien in OSM-stimulierten HepG2-Zellen zeigten eine 
Interaktion von Shc mit zwei unbekannten, tyrosinphosphorylierten, hochmolekularen 
Proteinen (Abbildung 22).  Eines dieser Proteine könnte der phosphorylierte OSM-R 
sein, an den Shc nach OSM-Stimulation bindet. Diese Vermutung ließ sich aufgrund 
fehlender spezifischer OSM-R-Antikörper nicht belegen. Auch die massenspektro-
metrische (MS) Analyse konnte keine der beiden Proteine als OSM-R identifizieren. 
Das interagierende Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa wurde in 
der MS als SHIP erkannt. Immunpräzipitationen sowohl von Shc als auch von SHIP2 
verifizierten die Shc-SHIP2-Interaktion nach OSM-Stimulation sowohl in der HepG2-
Zelllinie als auch in primären humanen dermalen Fibroblasten (Abbildungen 25 
und 26).   
Auch in murinen embryonalen Fibroblasten kopräzipitierte ein unbekanntes 
tyrosinphosphoryliertes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa nach 
OSM-Stimulation mit Shc. Ob es sich hierbei um das murine Homolog zum humanen 
SHIP2 handelt, konnte noch nicht abschließend gezeigt werden. Frühere 
Publikationen fanden in Ratten-Hepatomzellen zwei hochmolekulare, 
tyrosinphosphorylierte Proteine nach OSM-Stimulation, die mit Shc interagierten 
(Wang et al., 2000). Eines der beiden Proteine (Molekulargewicht von ca. 200 kDa) 
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konnte als muriner OSM-R identifiziert werden. Die Identität des anderen Proteins mit 
einem Molekulargewicht von ca. 130 kDa blieb ungeklärt. SHIP2 tritt in Isoformen mit 
unterschiedlichen Molekulargewichten von 155 und 140 kDa auf (Wisniewski et al., 
1999), so dass es sich auch in dieser Studie um das hier identifizierte SHIP2 handeln 
könnte.  
Die massenspektrometrische Analyse identifizierte außerdem Myosin-Ic als 
Interaktionspartner von Shc nach OSM-Stimulation. Eine weitere MS-Messung fand 
auch andere Proteine der Myosinfamilie und Aktin-bindende Proteine wie CapZ, die 
mit Shc kopräzipitierten. In Immunpräzipitationsstudien interagierte Aktin jedoch nicht 
nur mit Shc, sondern auch mit STAT3 und der Protein A Sepharose allein (Daten 
nicht gezeigt). Die Überprüfung dieser Interaktion wurde daher nicht weiter verfolgt, 
obwohl Shc eine Rolle in der Reorganisation des Zytokinskeletts zugeschrieben wird 
(Ursini-Siegel und Muller, 2008) und weitere Publikationen auf eine Interaktion von 
Shc mit F-Aktin und Aktin-bindenden Proteinen hinweisen (Thomas et al., 1995; 
Wang et al., 1999). 
4.3.1 Der SHIP2/Shc-Komplex 
Die Interaktion zwischen SHIP2 und Shc wird durch OSM-Stimulation hervorgerufen 
(Abbildungen 25 und 26), wobei beide Proteine durch OSM tyrosinphosphoryliert 
werden (Abbildungen 22 und 26). Die Phosphorylierung von SHIP2 und die 
Ausbildung eines SHIP2/Shc-Komplexes ist bereits für eine Stimulation mit 
verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen beschrieben (Habib et al., 1998; 
Wisniewski et al., 1999; Choi et al., 2002). Die Tyrosinphosphorylierung von SHIP2 
korrelierte dabei stets mit der Shc-Assoziation (Blero et al., 2001; Ishihara et al., 
2002; Prasad et al., 2002; Artemenko et al., 2007).    
Welche Domänen von Shc und SHIP2 tragen zur Assoziation der beiden Proteine 
bei? Ishihara et al. (1999) zeigten, dass die PTB-Domäne von Shc an das 
phosphorylierte Tyrosin Y986 im NPAY986Y987-Motiv von SHIP2 bindet. Das NPAYY-
Motiv ist die wichtigste Phosphorylierungsstelle von SHIP2 (Blero et al., 2001; 
Pesesse et al., 2001; Ishihara et al., 2002; Prasad et al., 2002). Eine Mutation der 
beiden Tyrosine Y986 und Y987 zu Phenylalaninen reduziert die Tyrosin-
phosphorylierung von SHIP2 und die Ausbildung des SHIP2/Shc-Komplexes 
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signifikant im Vergleich zum SHIP2-Wildtyp (Ishihara et al., 2002; Artemenko et al., 
2007).  
SHIP1, das eine 43% Aminosäurehomologie zu SHIP2 und die gleiche 
Domänenstruktur besitzt (Abbildung 8), konkurriert in murinen B-Zellen mit SHIP2 um 
die Shc-Bindung (Muraille et al., 2000). Die SHIP1/Shc-Interaktion wird daher 
vermutlich über die gleichen Domänen wie die SHIP2/Shc-Interaktion vermittelt. 
Tatsächlich wurde für SHIP1 ebenfalls die Bindung der Shc-PTB-Domäne an die 
tyrosinphosphorylierten NPXY-Motive beschrieben (Lamkin et al., 1997).   
Zusätzlich bindet SHIP1 aber auch über seine SH2-Domäne an die phosphorylierten 
Tyrosinreste Y239/240 und Y317 (entspricht Y313 in der Maus) von Shc (Liu et al., 
1997; Pradhan und Coggeshall, 1997). Eine analoge Interaktion der SH2-Domäne 
von SHIP2 mit Shc wurde bisher noch nicht beschrieben. Lamkin et al. (1997) wiesen 
aber darauf hin, dass die Bindung der SH2-Domäne von SHIP1 an die 
phosphorylierten Tyrosine von Shc in vivo nicht bestätigt werden konnte. Die 
SHIP/Shc-Interaktion wird daher vorwiegend über die PTB-Domäne von Shc 
vermittelt.  
Es stellt sich die Frage, wie und wo sich der Shc/SHIP2-Komplex nach einer OSM-
Stimulation ausbildet. Es sind mehrere Modelle vorstellbar (Abbildung 27). 
Erstens könnten Shc und SHIP2 gleichzeitig an den OSM-R binden, wobei sie an 
verschiedene phosphorylierte Tyrosine binden würden (Abbildung 27, Modell 1). Shc 
bindet hauptsächlich über seine PTB-Domäne an das phosphorylierte Tyrosinmotiv 
Y861 des OSM-Rs. Eine Mutation dieses Tyrosins zu Phenylalanin führt zum 
vollständigen Verlust der Bindung von Shc an den OSM-R (Hermanns et al., 2000). 
Mit seinen umgebenden Aminosäuren erfüllt Y837 innerhalb der zytoplasmatischen 
Domäne des OSM-R theoretisch nach seiner Phosphorylierung die Voraussetzungen 
zur Rekrutierung von Shc über dessen SH2-Domäne. Eine Y837F-Mutation im 
OSM-R resultierte auch in einer reduzierten Shc-Bindung, führte jedoch nicht zum 
vollständigen Bindungsverlust (Hermanns, unveröffentlichte Daten). Somit trägt die 
SH2-Domäne von Shc möglicherweise zur Bindung an den OSM-R bei.   
SHIP2 bindet über seine SH2-Domäne an aktivierte Rezeptoren, es erkennt dabei 
die Konsensussequenz pY-X-X-[L/I] (Zhang et al., 2009). Diese Sequenz findet sich 
im OSM-R am Tyrosin Y837 (Y837LYL) und am Tyrosin Y771 (Y771PDI). In 
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Peptidpräzipitationsstudien konnte eine Bindung von Shc oder SHIP2 an die 
phosphorylierte Y837-Sequenz jedoch nicht gezeigt werden, wohingegen die 
Bindung von Shc an die phosphorylierte Y861-Sequenz nachweisbar war (Daten 
nicht gezeigt).  
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Abbildung 27: Theoretische Modelle zur Ausbildung eines Shc/SHIP2-Komplexes  
Zur Ausbildung eines Shc/SHIP2-Komplexes nach OSM-Stimulation sind verschiedene Modelle 
vorstellbar. Erläuterungen siehe Text.  
Eine Konkurrenz von Shc und SHIP2 um die Bindung an das Tyrosinmotiv Y837 des 
OSM-Rs erscheint daher unwahrscheinlich. Ob SHIP2 an das phosphorylierte 
Tyrosin Y771 im OSM-R binden kann, bleibt offen. Dieses Tyrosinmotiv ist allerdings 
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Bestandteil der Box1-Region des OSM-Rs, an die die zur Signaleinleitung absolut 
notwendigen Januskinasen rekrutiert werden (Radtke et al., 2002). Eine Bindung von 
SHIP2 an das phosphorylierte Tyrosin Y771 ist somit ebenfalls eher 
unwahrscheinlich. 
In einem zweiten Modell (Abbildung 27) könnte zuerst Shc an den aktivierten OSM-R 
binden, wo es phosphoryliert wird. Da die PTB-Domäne und die SH2-Domäne von 
Shc durch die Rezeptorbindung belegt wären, könnte SHIP2 nur an die 
phosphorylierten Tyrosinreste Y239/240 und Y317 (entspricht Y313 in der Maus) von 
Shc binden. Eine solche Interaktion wurde aber für die SH2-Domäne von SHIP1 nur 
in vitro und für die SH2-Domäne von SHIP2 gar nicht beschrieben. Außerdem bindet 
nicht-tyrosin-phosphorylierbares Shc weiterhin die gleichen hochmolekularen 
Proteine wie Shc-Wildtyp (Abbildung 24). Obwohl bisher im murinen System noch 
nicht nachgewiesen werden konnte, dass es sich bei dem Protein mit einer molaren 
Masse von ca. 150 kDa um SHIP2 handelt, liegt diese Vermutung nahe. Die 
Ausbildung des Shc/SHIP2-Komplexes wäre dann völlig unabhängig von der Shc-
Tyrosinphosphorylierung. 
Diese Überlegungen deuten darauf hin, dass sich der Shc/SHIP2-Komplex eher nach 
einer dritten Möglichkeit formiert (Abbildung 27, Modell 3): die Bindung von SHIP2 an 
den OSM-R erfolgt zuerst. Die Bindung könnte dabei direkt oder indirekt erfolgen. 
Der FcγRIIB-Rezeptor benötigt beispielsweise für die effiziente Bindung an SHIP1 
oder SHIP2 die Adaptoren Grb2 oder Grap (Grb2 related adapter protein) (Isnardi et 
al., 2004). Das an den OSM-R gebundene SHIP2 würde durch eine unbekannte 
Kinase am NPAY-Motiv phosphoryliert werden und zytosolisches Shc könnte mit 
seiner freien PTB-Domäne daran binden. Mehrere Studien beobachten eine 
reduzierte SHIP2/Shc-Assoziation nach Mutation des NPAY-Motives zu NPAF 
(Ishihara et al., 2002; Artemenko et al., 2007). In vielen Fällen korreliert eine 
verringerte Tyrosinphosphorylierung von SHIP2 mit einer reduzierten SHIP2/Shc-
Interaktion (Blero et al., 2001; Ishihara et al., 2002; Prasad et al., 2002; Artemenko et 
al., 2007; Kagawa et al., 2005). Umgekehrt beschreibt bisher keine Studie, dass eine 
verringerte Shc-Phosphorylierung mit einer reduzierten SHIP2/Shc-Interaktion 
korreliert. Dies unterstützt die dritte Hypothese, dass zuerst SHIP2 an den OSM-R 
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bindet, wo es tyrosinphosphoryliert wird. Daraufhin kann Shc über seine PTB-
Domäne an SHIP2 binden und dort selbst phosphoryliert werden.   
Für SHIP1 bevorzugen Tridandapani et al. (1999) ebenfalls das dritte Modell. In 
Rezeptor-Isolaten ließ sich nur SHIP1, aber nicht Shc nachweisen, wohingegen Shc-
Isolate nur SHIP1, aber nicht den Rezeptor enthielten. Außerdem können SHIP1-
defiziente DT40-Zellen Shc nicht effizient phosphorylieren und der Verlust der 
SHIP1-Bindung an Shc durch Austausch der Tyrosine der NPXY-Motive gegen  
Phenylalanine resultiert in einer geringeren Shc-Phosphorylierung (Ingham et al., 
1999). Die Phosphorylierung von Shc findet daher vermutlich erst nach SHIP1-
Assoziation statt.  
Dass das dritte Modell auf den OSM-Rezeptor zutrifft, ist jedoch eher 
unwahrscheinlich, denn ein Austausch des Tyrosins Y861 im OSM-R gegen 
Phenylalanin führt in Cos-7-Zellen zu einem vollständigen Verlust der Shc-Interaktion 
mit dem Rezeptor, obwohl die Zellen SHIP2 exprimieren (Hermanns et al., 2000; 
Pesesse et al., 2001).  Würde Shc über SHIP2 an den OSM-R binden, müsste man 
in Rezeptor-Präzipitationen Shc nachweisen können, es sei denn, SHIP2 bindet 
ebenfalls an das Tyrosinmotiv Y861 im OSM-R, das aber keine Konsensus-
Binderegion für  SHIP2 darstellt. Desweiteren erweist sich eine Präzipitation von Shc 
mit aktivierten Rezeptoren deutlich einfacher durchführbar als eine Präzipitation von 
SHIP2.  
Die Ausbildung des Shc/SHIP2-Komplexes nach OSM-Stimulation muss aber nicht 
zwangsläufig am OSM-Rezeptor selbst stattfinden. Strukturdaten von Shc zeigen, 
dass die Shc-PTB-Domäne genau eine Bindetasche für Phosphotyrosine enthält 
(Zhou et al., 1995). Shc kann daher nicht gleichzeitig an den OSM-R und an SHIP2 
binden. Vielmehr existieren wahrscheinlich zwei verschiedene Shc-Komplexe 
nebeneinander: Shc/OSM-R und Shc/SHIP2, die unabhängig voneinander 
verschiedene Zellantworten regulieren (Abbildung 27, Modell 4a).   
Ebenso könnte sich der Shc/SHIP2-Komplex an der Plasmamembran ausbilden, 
denn die PTB-Domäne von Shc ähnelt in ihrer Struktur einer PH (pleckstrin 
homology)-Domäne. Tatsächlich kann Shc über seine PTB-Domäne nicht nur an 
Phosphotyrosin-Motive, sondern auch an Phospholipide wie PtdIns(4,5)P2 binden, 
was zur Membranrekrutierung von Shc führt (Zhou et al., 1995; Ravichandran et al., 
1997). An der Plasmamembran befindet sich auch SHIP2, das die aus PtdIns(4,5)P2 
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hergestellten PtdIns(3,4,5)P3 wieder dephosphoryiert (Ooms et al., 2009). Die 
räumliche Annäherung der beiden Proteine an die gleiche Region der 
Plasmamembran könnte dort ihre Komplexbildung hervorrufen (Abbildung 27, 
Modell 4b).   
4.3.2 Die physiologische Bedeutung der SHIP2/Shc-Interaktion 
Die Ausbildung eines SHIP2/Shc-Komplexes nach Stimulation mit 
Wachstumsfaktoren und Zytokinen wurde in vielen Zellen beobachtet. Sie scheint mit 
der Tyrosinphosphorylierung von SHIP2 zu korrelieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit 
zeigen, dass auch die Stimulation mit Oncostatin M zur Ausbildung des SHIP2/Shc-
Komplexes und zur Tyrosinphosphorylierung von SHIP2 führt. Ob die 
Tyrosinphosphorylierung  für die Aktivierung von SHIP2 notwendig ist oder nicht wird 
kontrovers diskutiert (Taylor et al., 2000; Blero et al., 2001; Sasaoka et al., 2001; 
Wada et al., 2001; Choi et al., 2002; Blero et al., 2005; Tang et al., 2005; Artemenko 
et al., 2007; Kagawa et al., 2008). Die Abhängigkeit der Akt-/ERK-Phosphorylierung 
von der SHIP2-Tyrosinphosphorylierung scheint sehr komplex und variabel zu sein. 
Sie ist vermutlich zelltyp-  und stimuliabhängig.  
Über die physiologische Auswirkung der SHIP2/Shc-Interaktion wurde bisher nur 
spekuliert. Für SHIP1 wurde in vitro eine Konkurrenz mit Grb2 um die Shc-Bindung 
beschrieben, die zur Hemmung des Ras/MAPK-Weges durch Blockade der 
Shc/Grb2-Interaktion führt (Tridandapani et al., 1997; Pradhan und Coggeshall, 
1997). Außerdem wurde ein ternärer Shc/Grb2/SHIP1-Komplex gefunden, in dem 
Grb2 die Stabilität des SHIP1/Shc-Komplexes positiv beeinflusst. In Analogie zum 
Shc/Grb2/SOS-Komplex sollten in diesem Zusammenhang Shc und Grb2 für die 
Rekrutierung von SHIP1 zur Plasmamembran verantwortlich sein (Harmer und 
DeFranco, 1999). Ein ternärer Komplex wäre aufgrund der Homologie von SHIP1 
und SHIP2 durchaus auch für SHIP2 vorstellbar. In der Tat kopräzipitierte Grb2 mit 
einer Reihe hochmolekularer tyrosinphosphorylierter Proteine (Abbildung 23), deren 
Identität bisher noch nicht durch eine massenspektrometrische Analyse geklärt 
werden konnte. Da eines dieser Proteine im SDS-Gel auf einer Höhe von 150 kDa 
läuft, könnte es sich um SHIP2 handeln. Frühere Publikationen zeigten allerdings, 
dass Grb2 zwar über seine SH3-Domäne mit SHIP1, jedoch nicht mit SHIP2 
interagieren kann  (Wisniewski et al., 1999).   
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Mittlerweile verdichten sich Hinweise darauf, dass SHIP1 und SHIP2 unabhängig von 
ihrer enzymatischen Aktivität als Adapterproteine fungieren können (Michael Huber, 
persönliche Mitteilung und Pessese et al. (2006)). SHIP2 interagiert neben Shc mit 
einer Reihe von Proteinen über seine verschiedenen Domänen (Dyson et al., 2005). 
Ein interessanter neu entdeckter Interaktionspartner von SHIP2 ist das Gerüstprotein 
JIP1 (JNK interacting protein) (Xie et al., 2008). SHIP2 übt einen positiven Effekt auf 
die Phosphorylierung von JIP1 und auf die JNK-Phosphorylierung aus, die völlig 
unabhängig von der Funktion der Phosphataseaktivität von SHIP2 ist. Lediglich die 
Adapterfunktion von SHIP2 ist für die beobachteten Effekte verantwortlich. Dieser 
Befund könnte erklären, warum sowohl in Hepatomzellen als auch in Fibroblasten ein 
Trend zur verringerten JNK-Phosphorylierung nach Shc-Depletion über RNA-
Interferenz zu beobachten war (Abbildungen 18, 19 und 20). 
Wie es durch Oncostatin M oder generell durch Wachstumsfaktoren und Zytokinen 
zur Ausbildung des SHIP2/Shc-Komplexes kommt und welche physiologische 
Rolle(n) diese Interaktion übernimmt, muss noch weiter erforscht werden.  
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5. Ausblick 
5.1 Die OSM-induzierte CCL13-Expression in der rheumatoiden 
Arthritis 
Die physiologische Relevanz des OSM-induzierten Chemokins CCL13 für die 
Rekrutierung monozytären U937-Zellen wurde in Migrationsassays gezeigt. Auch 
primäre Monozyten können durch das exprimierte CCL13 zur Migration angeregt 
werden. Um die Bedeutung von CCL13 in der RA weiter zu manifestieren, wären 
abschließende Versuche in entsprechenden Mausmodellen interessant. Das 
Mäusegenom enthält jedoch kein homologes Protein zu CCL13, so dass keine 
in vivo Studien in der Maus durchgeführt werden können. Auch im Ratten- oder 
Kaninchengenom findet man kein CCL13-Homolog, lediglich Hunde und Affen 
exprimieren ein homologes Protein.  
Eventuell könnte sich das murine CCL12-Protein als funktionelles Homolog von 
CCL13 erweisen. CCL12 findet man nur im murinen, nicht aber im menschlichen 
Genom. CCL13 und CCL12 sind in beiden Genomen in ähnlichen Genclustern 
organisiert. Dort liegen sie in folgender Reihenfolge vor (5‘-3‘): CCL2, CCL7, CCL11, 
CCL12 (nur in der Maus), CCL8, CCL13 (nur im Menschen), CCL1. Die 
Nachbarschaftsverhältnisse sind also ähnlich. Es bleibt jedoch abzuwarten, ob die 
Aufklärung der CCL12-Struktur eine funktionelle Homologie der beiden Chemokine 
bestätigt. 
Die STAT5-Phosphorylierungskinetik in verschiedenen Fibroblastentypen zeigte, 
dass der Transkriptionsfaktor nach OSM-Stimulation ausschließlich in synovialen 
Fibroblasten über einen längeren Zeitraum (bis zu 8 Stunden) tyrosinphosphoryliert 
blieb. Es bleibt die Frage zu klären, wie diese verlängerte Phosphorylierung zustande 
kommt. Die Expression des STAT5-feedback-Inhibitors CIS (cytokine-inducible SH2 
domain-containing protein) könnte in synovialen Fibroblasten anders reguliert sein 
als in Fibroblasten anderen Ursprungs. RT-PCRs in diversen Fibroblasten nach 
OSM-Stimulation könnten die Frage klären, ob die CIS-Transkription in HSFs im 
Vergleich zu anderen Fibroblasten schwächer ist oder ob sie später induziert wird. 
Erste Versuche zur Serin-Phosphorylierung deuten darauf hin, dass diese 
Phosphorylierung – im Gegensatz zur Tyrosinphosphorylierung – nur in synovialen 
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Fibroblasten auftaucht. Die Serinphosphorylierung der STAT-Transkriptionsfaktoren 
ist wichtig für ihre maximale transkriptionelle Aktivität. Die beobachtete 
Serinphosphorylierung von STAT5 könnte daher für die starke Transkription von 
CCL13 in HSFs verantwortlich sein. In weiterführenden Versuchen wäre auch eine 
Identifizierung möglicher Kinasen, beispielsweise durch den Einsatz von spezifischen 
Kinase-Inhibitoren, von Interesse.  
Außerdem bleibt zu untersuchen, warum synoviale Fibroblasten von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis konstitutiv OSM produzieren (Hintzen et al., 2009). Welche  
positive feedback-Schleife hält die Expression von OSM aufrecht? Bislang ist 
bekannt, dass OSM ein Zielgen von STAT5 ist, aber bisher konnte keine konstitutive 
STAT5-Aktivierung in diesen Zellen nachgewiesen werden. Welche alternativen 
Mechanismen hierfür infrage kommen, muss daher in weiteren Studien geklärt 
werden.  
5.2 Die OSM-vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen  
Das Adapterprotein Shc war für die volle Phosphorylierung der drei MAPK-Familien 
nach OSM-Stimulation in Hepatomzellen von essentieller Bedeutung. Eine 
Unterdrückung von Shc resultierte in einer reduzierten MAPK-Aktivität. Die 
verbleibende MAPK-Aktivität könnte über den Typ I-Rezeptorkomplex (gp130/LIF-R) 
oder die gp130-Rezeptoruntereinheit des Typ II-Rezeptorkomplexes (gp130/OSM-R) 
durch die Rekrutierung von SHP-2 an gp130 oder den LIF-R erfolgen. Es wäre daher 
interessant, durch den Einsatz von siRNA die Expression von Shc und SHP-2 
gleichzeitig zu unterdrücken. Vorläufige Versuche weisen darauf hin, dass bei 
gleichzeitiger Hemmung der beiden Proteine tatsächlich die MAPK-Phosphorylierung 
nach OSM-Stimulation vollständig verloren geht. 
Die Rekonstitution von Shc-defizienten MEFs mit einer nicht-tyrosin-
phosphorylierbaren Mutante von Shc (Shc-3F) hatte in ersten Versuchen keinen 
negativen Effekt auf die MAPK-Aktiverung im Vergleich zum Wildtyp, obwohl die 
Phosphorylierung von Shc und die Bindung an Grb2 bei der Shc-3F-Mutante verloren 
ging. Shc ist also in der Lage unabhängig von der Phosphorylierung dieser drei 
Tyrosine (Y239, Y240, Y313 in der Maus bzw. Y317 im Mensch) zu signalisieren. 
Über welche Domänen dies vermittelt wird könnte über die Einführung weiterer Shc-
Mutanten (Punkt-/Deletionsmutanten) geklärt werden. Eine weitere Möglichkeit 
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wären bislang unbekannte zusätzliche Phosphorylierungsstellen von Shc (an 
Tyrosin-, Serin- oder Threoninseitenketten). Diese könnten mit Hilfe von 
massenspektrometrischen Analysen der stabil transfizierten Shc-Mutanten gesucht 
werden. Ein unbekanntes hochmolekulares Protein mit dem gleichen 
Molekulargewicht wie SHIP2 kopräzipitierte mit Shc unabhängig von dessen 
Tyrosinphosphorylierung. Sollte sich der Verdacht bestätigen, dass es sich bei dem 
unbekannten Protein tatsächlich um SHIP2 handelt, wäre zu klären, über welche 
Domänen die Interaktion verläuft. Da die PTB-Domäne von Shc meist für die 
Interaktion mit SHIP2 verantwortlich gemacht wurde, müsste eine Deletion dieser 
Domäne die Komplexbildung verhindern. Ebenso müsste ein Austausch der 
wichtigen Tyrosinreste Y986 und Y987 in SHIP2 gegen Phenylalanin zu einer 
verminderten Komplexbildung führen.  
Die OSM-vermittelte MAPK-Phosphorylierung konnte bei hohen Stimulationsdosen in 
murinen Fibroblasten, jedoch nicht in HepG2-Zellen, Shc-unabhängig erfolgen. Es 
scheint sich daher um einen zelltypspezifischen Regulationsmechanismus zu 
handeln, dessen Identität aufgeklärt werden sollte. Vermutlich spielen alternative 
Adapterproteine hierbei eine Rolle. Um diese zu identifizieren, könnten 
Koimmunpräzipiationsstudien des OSM-Rs in verschiedenen Zelltypen durchgeführt 
werden. Es stehen bisher allerdings keine geeigneten Antikörper gegen den OSM-R 
zur Verfügung, weshalb in den IPs auf einen getaggten OSM-R zurückgegriffen 
werden müsste.  
In einer Koimmunpräzipitation banden fünf unbekannte hochmolekulare Proteine an 
den Adapter Grb2 nach OSM-Stimulation. Die Identifikation dieser Proteine durch 
massenspektrometrische Analysen steht noch aus. Ob SHIP2 mit Grb2 (zumindest 
indirekt) interagiert, sollte sich aber bereits mittels Western Blot überprüfen lassen.  
Die Identifizierung des oberen der beiden unbekannten tyrosinphosphorylierten 
Proteine, das mit Shc kopräzipitierte, gelang in den MS-Messungen nicht. Die 
Vermutung, dass es sich hierbei um den endogenen OSM-R handelt, konnte 
aufgrund fehlender geeigneter OSM-R-spezifischer Antikörper weder bestätigt  noch 
ausgeschlossen werden. Mittlerweile stehen stabile MEF-Zellen zur Verfügung, die 
c-myc-getaggte Shc-Konstrukte exprimieren. Erste Versuche zeigen, dass über 
magnetische anti-c-myc-beads mehr Shc und interagierende Proteine aus den 
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Lysaten aufgereinigt werden können als durch die Koimmunpräzipitation mittels 
Antikörpern. Die über beads aufgereinigten Lysate sollten daher nochmals einer MS-
Messung unterzogen werden, um das unbekannte Protein und eventuell weitere 
Interaktionspartner zu identifizieren.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die OSM-Stimulation zur 
Bindung von Shc an Grb2 führt. Wie die Aktivierung der MAP-Kinasen danach 
weitergeht, ist unklar. Welche Guaninnukleotid-Austauschfaktoren und kleinen 
GTPasen sind daran beteiligt? Eine Analyse von Rac-, Rho- und Cdc42-defizienten 
MEFs könnte klären, ob diese GTPasen an der OSM-vermittelten Aktivierung der 
MAPK-Kaskade beteiligt sind.  
Die Inositol-Phosphatase SHIP2 wird durch Oncostatin M phosphoryliert und 
assoziiert mit Shc. Wo sich diese Interaktion ausbildet, ist noch nicht geklärt. Hierzu 
wurden einige theoretische Modelle in dieser Arbeit diskutiert. Ob die 
Komplexbildung am OSM-Rezeptor stattfindet, wie in den Modellen 1 bis 3 
(Abbildung 27) vorgeschlagen, ließe sich durch den Einsatz eines getaggten 
OSM-Rs und entsprechenden Punktmutationen im OSM-R untersuchen. Ob 
tatsächlich zwei verschiedene Komplexe (Shc/OSM-R und Shc/SHIP2) 
nebeneinander existieren, wie in Modell 4a postuliert, ließe sich mit Hilfe der OSM-R-
Mutante Y861F klären. Unter der Voraussetzung, dass die Shc-Phosphorylierung am 
OSM-R nicht für die Ausbildung des SHIP2/Shc-Komplexes notwendig ist, ginge die 
Bindung von Shc an den OSM-R durch den Einsatz der Y861F-Mutante komplett 
verloren (Hermanns et al., 2000), aber der Shc/SHIP2-Komplex müsste sich dann 
immer noch nach OSM-Stimulation nachweisen lassen.      
Weiterhin ist unklar, welche physiologische Relevanz die Shc/SHIP2-Interaktion und 
die Phosphorylierung von SHIP2 hat. Kann sie den durch OSM-aktivierten PI3K-
Signalweg hemmen? Erste Untersuchungen von Shc-siRNA behandelten Zellen 
zeigten nach OSM-Stimulation im Vergleich zu den Kontrollen eine reduzierte Akt-
Phosphorylierung. Ob dies auch Auswirkungen auf die Proliferation der Zellen hat, 
bleibt offen. Oder dient  SHIP2 wie Shc als Adapter, um andere Signalwege wie z.B. 
die Reorganisation des Zytoskeletts zu steuern? Sowohl Shc als auch SHIP2 sind 
mit dieser Rolle bereits in Verbindung gebracht worden (Prasad et al., 2002; Thomas 
et al., 1995). Tragen andere Adaptermoleküle zur Stabilität des SHIP2/Shc-
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Komplexes bei, wie es für den ternären SHIP1/Shc/Grb2-Komplex beschrieben 
wurde? Oder dient die Interaktion lediglich der Plasmamembran-Lokalisierung von 
SHIP2 ? Zur ausreichenden Beantwortung dieser Fragen sind noch viele weitere 
Studien im Hinblick auf OSM, aber auch auf andere extrazelluläre Stimuli notwendig.  
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6. Zusammenfassung 
CCL13 – ein neues Oncostatin M-Zielgen in der rheumatoiden Arthritis 
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die zu 
dauerhaften Gelenkschädigungen und zu extraartikulären Symptomen führt. Die 
Ursache und der pathologische Verlauf der rheumatoiden Arthritis sind bisher nicht 
vollständig geklärt. Fehlgesteuerte Leukozyten, die ins entzündete Gelenk 
einwandern, tragen jedoch gravierend zum Krankheitsverlauf bei, indem sie unter 
anderem die Sekretion von proinflammatrischen Zytokinen und Chemokinen 
hervorrufen.   
Der erste Teil dieser Arbeit zeigt, dass das Chemokin CCL13 ein neues Zielgen des 
Interleukin(IL)-6-Typ-Zytokins Oncostatin M (OSM) in synovialen Fibroblasten 
darstellt. Dieses Chemokin ist in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten in erhöhter 
Menge nachweisbar. Seine OSM-induzierte Expression ist gewebespezifisch auf 
synoviale Fibroblasten beschränkt, da weder von Haut-, noch von Lungen- oder 
Cervixfibroblasten das Chemokin CCL13 nach OSM-Stimulation produziert wird. 
Unter den vielen Zytokinen, die in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten 
nachweisbar sind, ist ausschließlich Oncostatin M in der Lage, eine stark erhöhte 
CCL13-Expression in synovialen Fibroblasten hervorzurufen. Dieser Vorgang wird 
durch einen STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5)- und p38-
abhängigen Signalweg gesteuert. Die OSM-induzierte CCL13-Expression in 
synovialen Fibroblasten fördert die Migration von monozytären Zellen, so dass 
spezifische anti-Oncostatin M-Therapien in Fällen in Betracht gezogen werden 
könnten, in denen die etablierten Methoden zur Behandlung der rheumatoiden 
Arthritis nicht zum Erfolg geführt haben. 
Shc und Grb2 – wichtige Adaptoren zur OSM-vermittelten Phosphorylierung der 
MAP-Kinasen 
Die Bindung des Adapterproteins Shc (SH2-/CH-domain-containing protein) an 
aktivierte Rezeptoren ist in vielen Fällen essentiell für die Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kaskade, die in vielen Krebserkrankungen 
fehlreguliert ist. Unter den IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren ist der Oncostatin M-Rezeptor 
(OSM-R) der einzige, der den Adapter Shc binden kann. Die Assoziation von Shc an 
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das phosphorylierte Tyrosinmotiv Y861 des OSM-Rs vermittelt die Phosphorylierung 
der drei MAPK-Familienmitglieder ERK (extracellular signal-regulated kinase), JNK 
(c-jun N-terminal kinase) und p38 (benannt nach ihrem Molekulargewicht). Wie die 
OSM-vermittelte Aktivierung der MAPK-Kaskade im Detail reguliert wird, ist bisher 
noch unverstanden. 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit zeigt, dass die Ausbildung eines Shc/Grb2 
(growth factor receptor bound protein 2)-Komplexes die OSM-vermittelte MAPK-
Phosphorylierung zelltypspezifisch und konzentrationsabhängig beeinflusst. 
Während das Adaptermolekül Shc für die volle Phosphorylierung der MAP-Kinasen 
ERK, JNK und p38 in Hepatomzellen unerlässlich ist, können Fibroblasten zur 
vollständigen Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 auf Shc verzichten. Dagegen 
sensibilisiert das Adapterprotein Shc Fibroblasten für die Phosphorylierung ihrer 
Stress-aktivierten Kinasen (SAPK) bei niedrigen OSM-Konzentrationen. Bei hohen 
OSM-Konzentrationen phosphorylieren humane Fibroblasten die MAP-Kinasen ERK 
und JNK, murine Fibroblasten die MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 jedoch über 
einen Shc-unabhängigen Mechanismus, der noch genauer erforscht werden muss. 
SHIP2 – ein neues Oncostatin M-Signalmolekül und Interaktionspartner von Shc 
Der letzte Teil der vorliegenden Arbeit identifizierte die Inositol-5‘-Phosphatase 
SHIP2 (SH2-containing inositol phosphatase 2) als ein neues Signalmolekül der 
OSM-aktivierten Signalkaskade in humanen Hepatomzellen sowie primären 
Fibroblasten. Diese Phosphatase wird OSM-abhängig tyrosinphosphoyliert und 
interagiert OSM-abhängig mit dem Adapter Shc. Die Ausbildung eines Shc/SHIP-
Komplexes wird nach Stimulation diverser Zellen mit verschiedenen Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren beobachtet. Welche physiologische Relevanz diese Interaktion 
hat, ist jedoch noch unklar. Vermutlich erfüllt sie in verschiedenen Zelltypen abhängig 
vom extrazellulären Stimulus unterschiedliche Aufgaben.  
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